Untersuchungen zur Praktikabilität, im Besonderen zur Sensitivität und Spezifität eines laborungebundenen blutbasierten Tests zum Nachweis von trächtigkeitsassoziierten Glykoproteinen bei Kühen unter Feldbedingungen by Terpstra, Anneke
Aus der  
Ambulatorischen und Geburtshilflichen Tierklinik 





Untersuchungen zur Praktikabilität, im Besonderen zur Sensitivität und 
Spezifität eines laborungebundenen blutbasierten Tests zum Nachweis von 









zur Erlangung des Grades eines 
Doctor medicinae veterinariae (Dr. med. vet.) 
durch die Veterinärmedizinische Fakultät 



































Mit Genehmigung der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
 
Dekan: Prof. Dr. Walter Brehm 
Betreuer: Prof. Dr. Axel Sobiraj 
Gutachter:  Prof. Dr. Axel Sobiraj, Ambulatorische und Geburtshilfliche Tierklinik, 
Veterinärmedizinische Fakultät der Universität Leipzig 
 Prof. Dr. Axel Wehrend, Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie und 
Andrologie der Groß- und Kleintiere mit Tierärztlicher Ambulanz, 
Justus-Liebig-Universität Gießen 









Für meine Familie 
und Basti 
  
   
Inhaltsverzeichnis  
1 Einleitung ..................................................................................................................... 1 
2 Literaturübersicht........................................................................................................ 3 
2.1 Trächtigkeit des Rindes ......................................................................................... 3 
2.2 Trächtigkeitsverluste beim Milchrind ...................................................................... 5 
2.2.1 Embryonale Mortalität ........................................................................................ 5 
2.2.2 Fetale Mortalität ................................................................................................. 8 
2.3 Trächtigkeitsdiagnostik/-ausschluss ...................................................................... 8 
2.3.1 Direkte Methoden ............................................................................................... 9 
2.3.1.1 Manuelle rektale Untersuchung .................................................................. 9 
2.3.1.2 Transrektale bildgebende Diagnostik ........................................................ 10 
2.3.2 Indirekte Methoden .......................................................................................... 12 
2.3.2.1 Trächtigkeitsunspezifische Marker ............................................................ 12 
2.3.2.1.1 Progesteron ........................................................................................ 12 
2.3.2.1.2 Early Conception Factor (ECF) .......................................................... 15 
2.3.2.2 Trächtigkeitsspezifische Marker ................................................................ 16 
2.3.2.2.1 Interferon-tau (IFN-) .......................................................................... 16 
2.3.2.2.2 Östrogene........................................................................................... 17 
2.3.2.2.3 Zirkulierende Nukleinsäuren ............................................................... 18 
2.3.2.2.4 Bovine trächtigkeitsassoziierte Glykoproteine (bPAG) ....................... 19 
Historischer Überblick ...................................................................................... 19 
Phylogenetische Einteilung der PAG ............................................................... 21 
Struktur ............................................................................................................ 23 
Trächtigkeitsassoziierte Glykoproteine anderer Tierarten ................................ 24 
PAG-Nachweisverfahren ................................................................................. 26 
PAG-Expression und PAG-Konzentrationen im Trächtigkeitsverlauf ............... 33 
PAG-Funktionen .............................................................................................. 35 
PAG-Einflussfaktoren ....................................................................................... 36 
2.4 Effizienzmaße diagnostischer Tests .................................................................... 39 
3 Tiere, Material und Methoden ................................................................................... 43 
3.1 Auswahl der Projektbetriebe ................................................................................ 43 
3.2 Beschreibung der Projektbetriebe ....................................................................... 43 
3.2.1 Haltung und Fütterung der Tiere ...................................................................... 43 
3.2.2 Fruchtbarkeitsmanagement ............................................................................. 44 
 3.3 Auswahl der Versuchstiere .................................................................................. 44 
3.4 Versuchsaufbau ................................................................................................... 44 
3.4.1 Teilversuche..................................................................................................... 44 
3.4.1.1 Teilversuch 1 – Einfluss von Kühllagerung auf die bPAG-Stabilität .......... 44 
3.4.1.2 Teilversuch 2 – Einfluss von Gefrierlagerung auf die bPAG-Stabilität ...... 45 
3.4.1.3 Teilversuch 3 - Hauptversuch ................................................................... 45 
3.4.1.4 Teilversuch 4 – Interferenz durch postpartale bPAGs .............................. 46 
3.4.1.5 Teilversuch 5 – bPAG-Nachweis tragender Kühe unter 60 Tagen p.p. .... 47 
3.4.2 Blutprobenentnahmen und gynäkologische Untersuchungen .......................... 47 
3.4.2.1 Blutprobenentnahmen............................................................................... 47 
3.4.2.2 Transrektale Ultraschall-Untersuchung (TUS) .......................................... 47 
3.4.3 IDEXX Visual Pregnancy Test ......................................................................... 48 
3.4.3.1 Testprinzip ................................................................................................ 48 
3.4.3.2 Aufbau ...................................................................................................... 49 
3.4.3.3 Testablauf ................................................................................................. 51 
3.4.3.3.1 Vorbereitung der Reagenzien............................................................. 51 
3.4.3.3.2 Blutprobenaufbereitung und -lagerung ............................................... 52 
3.4.3.3.3 Vorbereitung der Testplatten .............................................................. 52 
3.4.3.3.4 Testdurchführung ............................................................................... 54 
3.4.4 Dokumentation ................................................................................................. 55 
3.4.5 Statistische Auswertung ................................................................................... 56 
4 Ergebnisse ................................................................................................................. 58 
4.1 Versuchsablauf .................................................................................................... 58 
4.2 Ergebnisse Teilversuche ..................................................................................... 58 
4.2.1 Teilversuch 1 - Einfluss von Kühllagerung auf die bPAG-Stabilität .................. 58 
4.2.2 Teilversuch 2 - Einfluss von Gefrierlagerung auf die bPAG-Stabilität .............. 58 
4.2.3 Teilversuch 3 - Hauptversuch .......................................................................... 60 
4.2.4 Teilversuch 4 – Interferenz durch postpartale bPAGs ...................................... 66 
4.2.5 Teilversuch 5 - bPAG-Nachweis tragender Kühe unter 60 Tagen p.p. ............ 68 
5 Diskussion ................................................................................................................. 70 
5.1 Ziel der Arbeit ...................................................................................................... 70 
5.2 Kritische Betrachtung der Methoden ................................................................... 70 
5.2.1 Auswahl der Projektbetriebe und Tiere ............................................................ 70 
5.2.2 Probenverarbeitung ......................................................................................... 71 
5.2.3 Testvorbereitung .............................................................................................. 71 
5.2.4 Ergebnisablesung und -interpretation .............................................................. 71 
5.3 Diskussion der Versuchsergebnisse .................................................................... 72 
5.3.1 Teilversuch 1 - Einfluss von Kühllagerung auf die bPAG-Stabilität .................. 72 
5.3.2 Teilversuch 2 – Einfluss von Gefrierlagerung auf die bPAG-Stabilität ............. 74 
5.3.3 Teilversuch 3 – Hauptversuch.......................................................................... 77 
5.3.4 Teilversuch 4 - Interferenz durch postpartale bPAGs ...................................... 84 
5.3.5 Teilversuch 5 - bPAG-Nachweis tragender Kühe unter 60 Tagen p.p. ............ 85 
5.4 Schlussfolgerung ................................................................................................. 86 
6 Zusammenfassung .................................................................................................... 89 
7 Summary .................................................................................................................... 91 
8 Literaturverzeichnis .................................................................................................. 93 
9 Danksagung ............................................................................................................. 122 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               
 Tabellenverzeichnis 
Tabelle 1: Vierfeldertafel ....................................................................................... 40 
Tabelle 2: Reagenzien des IDEXX Visual Pregnancy Test ................................... 50 
Tabelle 3: Geräte und Materialien zur Vorbereitung und Durchführung des 
IDEXX Visual Pregnancy Tests ............................................................ 51 
Tabelle 4: Vierfeldertafel der möglichen Testergebnisse ...................................... 56 
Tabelle 5: Falsch positive IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse im 
Hauptversuch (= Teilversuch 3) ........................................................... 62 
Tabelle 6: Eckdaten der fünf am Tag 28 p.i. als falsch positiv 
zugeordneten Kühe; Hauptversuch (=Teilversuch 3) ........................... 64 
Tabelle 7: Vierfeldertafel mit den Ergebnissen aus dem Feldversuch mit 
insgesamt 109 beprobten Kühen.......................................................... 64 
Tabelle 8: Sensitivität (SEN) und Spezifität (SPE) für die 
Trächtigkeitsdiagnostik mittels des IDEXX Visual Pregnancy Tests 
am Tag 28 p.i. ...................................................................................... 65 
Tabelle 9:  Erstellte Vierfeldertafel aus Ergebnissen der von IDEXX 
Laboratories, Inc. (2013b) durchgeführten Validierungsstudie des 
IDEXX Visual Pregnancy Tests ............................................................ 65 
Tabelle 10: Gütekriterien Validation IDEXX Visual Pregnancy Test im 
Feldversuch im Vergleich zu berechneten Gütekriterien der 
Testvalidierung seitens IDEXX Laboratories, Inc. (2013b) ................... 66 
Tabelle 11: Allgemeine und fortpflanzungsrelevante Daten der sechs nicht 
tragenden Kühe zum Zeitpunkt der ersten Beprobung (40 Tage p.p.) . 66 
Tabelle 12: Bewertung der Farbentwicklung der IDEXX Visual Pregnancy 
Testergebnisse Teilversuch 4; Anwendung des eigenen 
Beurteilungschemas ............................................................................. 67 
Tabelle 13: Allgemeine und fortpflanzungsrelevante Daten der sechs Kühe 
des Teilversuchs 5 zum Zeitpunkt der ersten Beprobung am 
28. Tag p.i. ........................................................................................... 69 
Tabelle 14: IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse Teilversuch 5 ...................... 69 
  
Abbildungsverzeichnis  
Abbildung 1: Schematische Darstellung von Teilversuch 3 (= Hauptversuch) ..... 46 
Abbildung 2: Ablaufschema des indirekten Antigen-Capture ELISA zum 
Nachweis von bPAG (IDEXX Laboratories, Inc. 2013a) .................. 49 
Abbildung 3: Verwendetes Testprotokoll IDEXX Visual Pregnancy Test 
(bereitgestellt von IDEXX Laboratories, Inc.) .................................. 53 
Abbildung 4: IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse Teilversuch 2: 
Vergleichende Darstellung der Testergebnisse aus EDTA-Plasma 
am Tag 0 und Tag 21 nach Einfrieren des EDTA-Plasmas (und 
Serum; nicht dargestellt) der Kühe Nr. 1, 2 und 3 mit 
unterschiedlicher Trächtigkeitsdauer (30, 29 und 100 Tage) .......... 59 
Abbildung 5: IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse Teilversuch 2 – Kuh Nr. 1 
(30 Tage tragend): Darstellung der Einzelergebnisse aus 
EDTA-Plasma und Serum nach rezidivierenden Einfrier- und 
Auftauprozessen ............................................................................. 60 
Abbildung 6: Verwendetes, selbst entwickeltes Beurteilungsschema zur 
detaillierten, graduellen Zuordnung der Farbintensitäten beim 
IDEXX Visual Pregnancy Test ......................................................... 61 
Abbildung 7: Testergebnisse von fünf Kühen, welche im Laufe des 
Hauptversuchs am Tag 28 p.i., teils auch noch später, falsch 
positive Ergebnisse aufzeigten ........................................................ 63 
Abbildung 8:  Veranschaulichung der IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse 
aus EDTA-Plasmaproben von sechs nicht tragenden Kühen 
(X1 - X6) 40 Tage p.p.. Eine Negativkontrolle ist oben zum 










Formel 1:  Berechnung der Sensitivität (SEN) .................................................. 40 
Formel 2:  Berechnung der Spezifität (SPE)..................................................... 40 
Formel 3:  Berechnung des positiven prädiktiven Wertes (PPW) nach dem 
Satz von Bayes ............................................................................... 41 
Formel 4:  Berechnung des negativen prädiktiven Wertes (NPW) nach 
dem Satz von Bayes ....................................................................... 41 
Formel 5:  Berechnung des positiven Wahrscheinlichkeitsverhältnisses/ 
positive likelihood ratio (LR+) .......................................................... 42 
Formel 6:  Berechnung des negativen Wahrscheinlichkeitsverhältnisses/ 
negative likelihood ratio (LR-) .......................................................... 42 
Formel 7:  Berechnung der Genauigkeit eines diagnostischen Tests ............... 42 
Formel 8:  Sensitivität (SEN) ............................................................................ 56 
Formel 9:  Spezifität (SPE) ............................................................................... 56 
Formel 10:  Positiver prädiktiver Wert (PPV) ...................................................... 57 
Formel 11:  Negativer prädiktiver Wert (NPW) ................................................... 57 
Formel 12:  Positives Wahrscheinlichkeitsverhältnis .......................................... 57 
Formel 13:  Negatives Wahrscheinlichkeitsverhältnis ........................................ 57 
Formel 14:  Genauigkeit ..................................................................................... 57 
Abkürzungsverzeichnis 
µm     Mikrometer 
AG     Antigen 
AK     Antikörper 
Anti-PAG-AK    Anti-PAG-Antikörper 
BCS     Body Condition Score 
cAK     capture Antikörper 
cDNA     complementary desoxyribonucleic acid 
CNA     circulating nucleic acid 
DNA     desoxyribonucleic acid 
EDTA     Ethylendiamintetraacetat 
EIA     Enzymimmunoassay 
ELISA     Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
EPF     Early Pregnancy Factor 
FEM     frühe embryonale Mortalität 
FM     fetale Mortalität 
FN     falsch negativ 
FP     falsch positiv 
FV     Fleckvieh 
GCP-2     granulocyte chemotactic protein 2 
HF     Holstein Friesian 
HRPO     Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish peroxidase) 
IFN-τ     Interferon-tau 
ISG     IFN- τ -stimulierte Gene 
ISG15     IFN- τ -stimuliertes Gen 15 kDa 
kDa     Kilodalton 
kg     Kilogramm 
LR-     negatives Wahrscheinlichkeitsverhältnis / negative likelihood ratio 
LR+     positives Wahrscheinlichkeitsverhältnis / positive likelihood ratio 
mm     Millimeter 
MX2     Myxo Virus Resistance 2 
n     Anzahl 
nm     Nanometer 
NPW     negativer prädiktiver Wert 
OAS1     2´, 5´-Oligoadenylate-Synthetase 1 
OD     Optische Dichte 
p.c.     post conceptionem 
 p.i.     post inseminationem 
p.p.     post partum 
P4     Progesteron 
PAG     Pregnancy Associated Glycoprotein 
PGE     Prostaglandin-2 
PGF2     Prostaglandin F2 
PPW     positiver prädiktiver Wert 
PSP     pregnancy-specific protein 
RIA     Radioimmunoassay 
RN     richtig negativ 
RNA     ribonucleic acid 
RP     richtig positiv 
RT     Raumtemperatur 
RT-PCR     Real Time-Polymerase Chain Reaction 
SEM     späte embryonale Mortalität 
SEN     Sensitivität 
SPE     Spezifität 
TMB     3, 3′, 5, 5′-Tetramethylbenzidin 
TMR     Totale Mischration 
TT     Trächtigkeitstag 
TUS     transrektaler Ultraschall 
WBB     Weißblaue Belgier 
ZBZ     Zwischenbesamungszeit 
ZKZ     Zwischenkalbezeit 






Seit der Milchwirtschaftskrise im Jahre 2009 sind nach zwei guten Jahren die 
Milcherzeugerpreise im Jahr 2015 erneut deutlich gesunken. Seit 2010 hat sich die Zahl 
der Haltungen in Deutschland um 20% verringert mit einem Durchschnittskuhbestand von 
57,3 Kühen im Vergleich zu im Schnitt 44,7 Kühen vor fünf Jahren (WOHLFARTH 2015). 
Dieser Strukturwandel zu größeren Kuhherden birgt eine Herausforderung für das 
betreffende Herdenmanagement. Aufgrund der Abschaffung der Quotenregelung seit 
dem 31. März 2015 besteht nach insgesamt 31 Jahren keine Milchkontingentierung mehr 
(WOHLFARTH 2015). Dies lässt den Druck, die Milchmenge und Wirtschaftlichkeit eines 
Betriebes noch weiter zu erhöhen, noch mehr ansteigen. Das Fruchtbarkeitsmanagement 
einer Herde ist ein bedeutender Faktor, der die Wirtschaftlichkeit eines Betriebes 
mitbestimmt (OLTENACU et al. 1990, STOTT et al. 1999, LUCY 2001). Laut LUCY (2001) 
nehmen die Erhöhung der Milchleistung mit gleichzeitigem Bestreben die 
Produktionskosten zu senken neben den steigenden Tierzahlen pro Herde negativen 
Einfluss auf die Fruchtbarkeitsleistung. Durch steigende Zwischenkalbezeiten (ZKZ) wird 
veranschaulicht, dass in Korrelation mit einer steigenden Milchleistung die Fruchtbarkeit 
einer Herde abnimmt (ROYAL et al. 2000, LUCY 2001, VEERKAMP et al. 2001, HARE 
et al. 2006). Eine schlechte Fruchtbarkeitsleistung und damit einhergehende 
wirtschaftliche Verluste ergeben sich aus einer erhöhten Anzahl an benötigten 
Besamungen, erhöhten Tierarzt- und Medikamentenkosten und durch eine negative 
Beeinflussung der aktuellen und der sich anschließenden Laktationen (BOICHARD 
1990). Die sinkende Milchleistung stellt den bedeutendsten wirtschaftlichen Verlust dar 
(INCHAISRI et al. 2010), besonders vor dem Hintergrund des Wegfalls der Milchquote.  
INCHAISRI et al. (2010) schätzten den wirtschaftlichen Verlust für Kühe, welche eine 
ZKZ von durchschnittlich 407 Tagen besitzen, im Vergleich zu Kühen mit einer optimalen 
ZKZ von im Schnitt 362 Tagen mit bis zu 34 € pro Kuh und Jahr ein, hauptsächlich durch 
die sinkende Milchleistung verursacht. Bei Erhöhung der ZKZ auf durchschnittlich 
507 Tage kommt es zu einem Verlust von bis zu 231 € pro Kuh und Jahr, wobei hier der 
wichtigste negative wirtschaftliche Faktor laut INCHAISRI et al. (2010) die erhöhte Anzahl 
an nicht tragenden Kühen darstellt. Es kommt laut PINEDO und DE VRIES (2010) zu 
einer Verdopplung des Abgangrisikos einer Kuh, wenn in der vorherigen Laktation eine 
verlängerte Zwischentragezeit (ZTZ) von 90 bis über 300 Tagen vorlag. Eine genaue und 
effektive Brunsterkennung ist unabdingbar für eine erfolgreiche Besamung. Die frühe 
Detektion des Besamungserfolges, aber vor allem auch eines Besamungsmisserfolges, 
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kann die Zeitspanne bis zur zweiten bzw. wiederholten Besamung reduzieren 
(SIMERSKY et al. 2007). In Folge dessen kann eine frühe Trächtigkeitsdiagnostik, 
insbesondere mit dem Ziel nicht tragende Tiere noch vor der zweiten Brunst zu erkennen, 
die Zwischenkalbezeit verkürzen und somit die Fruchtbarkeitsleistung einer Herde 
verbessern helfen. Neben den klassischen direkten Methoden der manuellen rektalen 
Palpation und der transrektalen bildgebenden Ultraschalluntersuchung, welche für 
zuverlässige Ergebnisse ab dem 35. bzw. 28. Tag nach der Besamung angewendet 
werden können (ZEMJANIS 1970, ROBERTS 2012, COLLINS und WHITLOCK 2015), 
existieren mittlerweile auch indirekte Nachweismethoden, die eine frühe 
Trächtigkeitsdiagnose ermöglichen. Hierzu gehört der Nachweis trächtigkeitsassoziierter 
Glykoproteine im Blut oder in der Milch tragender Rinder ab dem 28. Trächtigkeitstag.  
In diesem Zusammenhang war es das Ziel der vorliegenden Dissertation, unter 
Feldbedingungen einen blutbasierten, nicht laborgebundenen Test, welcher 
trächtigkeitsassoziierte Glykoproteine im Blut nachweist, zu testen. Das zu validierende 
Testsystem wurde für die Anwendung in der Praxis konzipiert und demzufolge sollten die 






2.1 Trächtigkeit des Rindes 
Die Trächtigkeit des Rindes kann in die drei Abschnitte Blastogenese, Embryonalperiode 
und Fetalperiode unterteilt werden (SCHNORR und KRESSIN 2006). Die insgesamt 
14 Tage andauernde Periode der Blastogenese beschreibt den Zeitraum von der 
Befruchtung bis zur Bildung der Keimscheibe. Die Embryonalperiode dauert bis zur 
sechsten Trächtigkeitswoche (SCHNORR und KRESSIN 2006) bzw. bis zum 
45. Trächtigkeitstag (TT) an. Sie schließt mit der Differenzierung der Organanlagen ab 
(Comittee on Bovine Reproductive Nomenclature 1972). Im Anschluss folgt die 
Fetalperiode, welche die Ausdifferenzierung der meisten Organe beinhaltet. Nachfolgend 
werden die ersten beiden Abschnitte näher betrachtet und beschrieben.  
Nachdem die Befruchtung der Eizelle in der Eileiterampulle stattgefunden hat, kommt es 
zu mehreren mitotischen Furchungsteilungen und somit zur Bildung ständig kleiner 
werdender Blastomere (GEISERT et al. 1992, SCHNORR und KRESSIN 2006). Die sich 
in der Zona pellucida entwickelnde Zygote wandert im 8 bis 16-Zellen-Stadium am dritten 
bis vierten Tag nach der Befruchtung in den Uterus ein. Am fünften bis sechsten Tag 
erreicht die Zygote das 16 bis 32-Zellen-Stadium (MORRIS und DISKIN 2008). Nach 
SCHNORR und KRESSIN (2006) geht aus der vorhergehenden Furchung die Morula 
hervor, welche aus einer epithelartigen äußeren Zellschicht und einer inneren Zellmasse 
besteht. Aus dieser entsteht am achten Tag durch Hohlraumbildung und Zellverlagerung 
die Blastula bzw. die Keimblase mit flüssigkeitsgefülltem Blastocoel.  Es kommt zur 
Differenzierung der Embryonalzellen. Aus dem äußeren einschichtigen Trophoblasten 
entwickelt sich später das Chorion- und Amnionepithel. Der Embryo entwickelt sich aus 
der inneren Zellmasse der Keimblase. Auch das Bindegewebe von Chorion und Amnion 
sowie der Dottersack entwickeln sich aus der inneren Zellmasse. Die runde Blastozyste 
misst zu diesem Zeitpunkt ca. 200 µm und schlüpft zwischen dem neunten und zehnten 
Tag aus der Zona pellucida heraus. Bis zu diesem Zeitpunkt hat keine nennenswerte 
Größenveränderung des runden Embryos stattgefunden (MORRIS und DISKIN 2008). 
Es folgt die Elongation des runden, kugelförmigen Embryos und hiermit eine Ausbreitung 
des Embryos im Uterus vom 13. bis zum 16. TT (GREALY et al. 1996). Der embryonale 
Durchmesser und die Länge nehmen von 0,9 x 5,3 mm am Tag 13 auf 1,8 x 52 mm am 
Tag 16 zu (GREALY et al. 1996). Der Konzeptus nimmt im Zuge dessen zwei Drittel des 
graviden Horns am 17. und 18. TT ein. Das gesamte Horn wird am Tag 18 bis 20 
eingenommen (BAZER und FIRST 1983).  
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Das Ereignis der Implantation der Blastozyste am 18./ 19. Tag (SCHNORR und 
KRESSIN 2006, MORRIS und DISKIN 2008) beschreibt die fetomaternale 
Kontaktaufnahme bzw. die Verbindung des Trophoblasten mit dem maternalen 
Endometriumepithel. Die Uterusschleimhaut wird in der präimplantativen Phase bereits 
auf diesen Vorgang vorbereitet, indem unter Progesteroneinfluss das Myometrium eine 
herabgesetzte Aktivität zeigt und die Uterindrüsen im Endometrium in die 
Sekretionsphase übergehen (GEISERT et al. 1992, SCHNORR und KRESSIN 2006). Im 
Zuge der Elongation initiiert die Blastozyste die Produktion von Interferon-tau (IFN-τ), 
einem Protein welches auf parakrinem Wege die Produktion von endometrialem 
Prostaglandin-F2α (PGF2α) hemmt und somit die Luteolyse und damit den 
Trächtigkeitsabbruch verhindert (THATCHER et al. 1997, ROBERTS et al. 2003). IFN-τ 
ist ab dem Tag 12 bis 25 in uterinen Spülungen nachweisbar (ROBERTS et al. 2003).  
Laut STRAHL (1906) erfolgt beim Rind die Ausbildung einer Placenta multiplex sive 
cotyledonaria, das heißt, es werden multifokal Plazentome ausgebildet, welche aus den 
kissenförmigen maternalen Karunkeln und den zottenförmigen fetalen Kotyledonen 
bestehen. Die Zotten senken sich in maternalen Endometriumkrypten der Karunkeln ein. 
Hierbei bleiben alle Schichten des Endometriums erhalten. Die bovine Plazentation ist 
hiermit oberflächlich und nicht invasiv und bildet eine Placenta epitheliochorialis aus 
(GROSSER 1927). Innerhalb des Trophoektoderms treten fetale binukleäre Zellen auf, 
welche neben den einkernigen Chorionzellen die Oberfläche der fetalen Villi der 
Kotyledonen bilden (WOODING 1983). Aus jeder einkernigen Epithelzelle im 
Trophoektoderm kann eine zweikernige Zelle durch fortlaufende Kernteilungen ohne 
stattfindende Zytokinese entstehen (WOODING 1992). Die binukleären Zellen sind ohne 
Verbindung zur Basalmembran oder den Tight Junctions der Chorionepithelzellen. Sie 
enthalten Granula, welche ihrerseits Proteine, unter anderem fetale Glykoproteine und 
Steroidhormone enthalten (WOODING 1992). Die binukleären Zellen tauchen kurz vor 
der Implantation auf und machen 15 bis 20 % des Trophoektoderms aus. Ein bis zwei 
Tage vor der Geburt kommt es zu einer rapiden Abnahme der binukleären Zellen im 
Trophoektoderm (WOODING 1984). Sie wandern während der Trächtigkeit in das 
Endometriumepithel ein, um dort mit uterinen Epithelzellen zu dreikernigen Hybridzellen 
zu verschmelzen. Nach der Fusion kommt es zum Transport der Granula an die 
gegenüberliegende Seite der Hybridzelle. Dieser Translokation folgt eine Exozytose des 
Granulainhaltes in das subepitheliale endometriale Gewebe nahe den mütterlichen 
Blutgefäßen (WOODING 1984, WOODING und BECKERS 1987). Die gebildeten 




Granulainhaltes ab und werden vom fetalen Trophoektoderm resorbiert (WOODING und 
WATHES 1980). WOODING (1992) führte im Zuge dieser Zelltranslokations- und 
Zellfusionsvorgänge den Begriff der synepitheliochorialen Plazenta ein. Mit den 
charakteristischen binukleären Zellen grenzen sich Plazenten von Wiederkäuern gegen 
die anderer Tierarten ab (WALLACE et al. 2015).  
2.2 Trächtigkeitsverluste beim Milchrind 
Direkte Schätzungen der Verluste während der Trächtigkeit können laut SREENAN und 
DISKIN (1986) über den Vergleich der Befruchtungsrate mit der Kalbungsrate gemacht 
werden. Sie beschrieben eine Befruchtungsrate von durchschnittlich 88% bzw. 90% für 
Kühe und Färsen, und eine schlussendliche durchschnittliche Kalbungsrate von 55%. 
Daraus schlussfolgerten sie eine totale Verlustrate von durchschnittlich 33-35%. 
Trächtigkeitsverluste gehören zu den größten wirtschaftlichen Verlusten in der 
Reproduktion des Rindes. Laut SANTOS et al. (2004) bleiben die auslösenden Faktoren 
von Trächtigkeitsverlusten meist unbekannt. Ein Befruchtungsmisserfolg oder der 
Abbruch einer bereits etablierten Trächtigkeit gelten als die zwei Ursachen des 
Scheiterns einer Trächtigkeit nach der Besamung (SANTOS et al. 2004). Je nachdem, 
wann der Verlust der Trächtigkeit eintritt, unterscheidet man die embryonale und die 
fetale Mortalität.  Verluste, die während des Zeitraums von der Befruchtung bis zum 
Abschluss der Differenzierung des Embryos (ca. 45. TT) eintreten, werden der 
embryonalen Mortalität zugerechnet. Alle Abgänge nach dem 45. TT werden der fetalen 
Mortalität zugeordnet (Comittee on Bovine Reproductive Nomenclature 1972). Die 
Embryonalperiode kann des Weiteren in eine frühe Entwicklungsperiode, welche bis zum 
Tag 20 reicht, und eine späte Entwicklungsperiode, welche vom Tag 20 bis ungefähr 45 
reicht, eingeteilt werden (RHINEHART 2007). Im Zuge dessen sind die frühe (FEM) und 
die späte embryonale Mortalität (SEM) voneinander abzugrenzen. 
2.2.1 Embryonale Mortalität 
Untersuchungen in 40 Herden in Frankreich ergaben eine durchschnittliche FEM von 
31,6%, wobei hier die Fertilisationsrate nicht mit berücksichtigt wurde (HUMBLOT 2001). 
Das Scheitern der Befruchtung nach der Besamung ist von dem Ereignis der FEM 
abzugrenzen. Es gibt eine große Anzahl an publizierten Befruchtungsraten bei Kühen 
und Färsen, welche von 75% bis 100% (MAURER und CHENAULT 1983) reichen und 
einen durchschnittlichen Wert von 90% ergeben (SREENAN und DISKIN 1986). Neben 
diesen Publikationen wurden weitere Untersuchungen zur Bestimmung der 
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Befruchtungsrate in hochleistenden Milchkühen durchgeführt. WIEBOLD gewann 1988 
aus insgesamt 23 Kühen 25 Embryonen am siebten Tag post conceptionem (p.c.). RYAN 
et al. (1993) untersuchten die Fertilitätsraten in Abhängigkeit von der 
Umgebungstemperatur in Saudi-Arabien. Die Fertilitätsrate rangierte von 82,4% bei 
hohen Temperaturen bis 79,5% bei niedrigen Umgebungstemperaturen. Auch SARTORI 
et al. (2002) führten eine Studie in Abhängigkeit der Umgebungstemperatur im 
US-Bundesstaat Wisconsin durch, zusätzlich verglichen sie hochlaktierende Kühe mit 
Färsen bzw. trockenstehenden Kühen hinsichtlich ihrer Fertilitätsrate. Unter hohen 
Umgebungstemperaturen wurden Werte von 55% bzw. 100% erreicht für Kühe bzw. 
Färsen. Werte von 87,8% bzw. 89,5% wurden unter niedrigen Umgebungstemperaturen 
für Kühe bzw. Trockensteher erreicht. Somit besteht kein Unterschied in den 
Befruchtungsraten zwischen hochleistenden und trockenstehenden Kühen und Färsen 
unter normalen Umgebungstemperaturen (MORRIS und DISKIN 2008). Jedoch ist nach 
MORRIS und DISKIN (2008) die Abkalberate aus der Erstbesamung in Hochleistenden 
deutlich niedriger als in Färsen und normal-produzierenden Milchkühen. Um Aussagen 
zum Ausmaß der frühen embryonalen Mortalität treffen zu können, wurden 
Qualitätsbeurteilungen der aus Uterusspülungen gewonnenen Embryonen 
vorgenommen. In den drei zuvor beschriebenen Studien wurden am Tag 6 bis 7 nach der 
Besamung die Embryonen gewonnen, und es konnte gezeigt werden, dass 
hochleistende Kühe einen höheren Anteil an abnormal entwickelten, nicht 
überlebensfähigen Embryonen enthielten. Die Studie von SARTORI et al. (2002) zeigte 
auf, dass Färsen 33% und Milchkühe 67% abnormale Embryonen enthielten. In der 
anderen Vergleichsgruppe beinhalteten die Trockensteher 30% höher qualitative 
Embryonen als die laktierenden Kühe. Somit lag bei den hochlaktierenden Kühen ein 
höherer Anteil an abnormalen, qualitativ schlechten Embryonen vor, besonders unter 
hohen Umgebungstemperaturen (47% bzw. 67%). Auch die Studie von WIEBOLD (1988) 
zeigte, dass 52% der gewonnenen Embryonen abnormal entwickelt waren. RYAN et al. 
(1993) konnten hingegen keine Qualitätsunterschiede feststellen. Somit kann 
geschlussfolgert werden, das der Umfang der frühen embryonalen Mortalität in 
hochlaktierenden Kühen höher ist als in nichtlaktierenden Kühen bzw. Färsen und dass 
der Fruchttod sehr häufig noch vor dem siebten Tag p.c. eintritt (DISKIN et al. 2006, 
MORRIS und DISKIN 2008).  Neben der Qualitätsbeurteilung von Embryonen wurden 
Anfang der 1980iger Jahre Untersuchungen durchgeführt, welche tägliche 
Progesteronmessungen beinhalteten und wo eine Embryonengewinnung während 




FRENCH 1980, HUMBLOT und DALLA PORTA 1984). Hier wurde ersichtlich, dass die 
Embryoentnahme ab einschließlich dem Tag 16, als auch die intrauterine Infusion von 
Embryomaterial, zu einer verspäteten Luteolyse führt und somit eine verspätete 
Rückkehr in Brunst erfolgte (NORTHEY und FRENCH 1980, HUMBLOT und DALLA 
PORTA 1984). Zu diesem Zeitpunkt wird vom Embryo das antiluteolytisch wirkende IFN-τ 
produziert, welches die Luteolyse verhindert (THATCHER et al. 1997, ROBERTS et al. 
2003). Bei einem Eintritt des Fruchttodes bzw. bei Entnahme des Embryos per 
Uterusspülung noch vor Tag 16 wird die Länge des Interöstrus nicht beeinträchtigt. Das 
heißt, es kommt zur Rückkehr der Brunst innerhalb von 24 Tagen nach der Besamung. 
Dies spricht entweder für ein früheres Eintreten des Fruchttodes oder für das 
Nichterfolgen einer Befruchtung (HUMBLOT 2001). Jedoch können nach HUMBLOT 
(2001) verlängerte Interöstrus-intervalle bzw. ein längeres Bestehen des Gelbkörpers 
auch anderer Natur sein.  
Die SEM kann im Gegensatz zur FEM über wiederholte transrektale 
Ultraschalluntersuchungen nachgewiesen werden (BARAŃSKI et al. 2012). Durch die 
Interöstrus-Verlängerung (HUMBLOT 2001) verursacht die SEM hohe ökonomische 
Verluste aufgrund der verspäteten Erkennung und Wiederbesamung der Tiere (DISKIN 
et al. 2011). Verschiedene Untersuchungen zur SEM wurden durchgeführt. SILKE et al. 
(2002) führten 1999 auf acht Betrieben in Irland mit Weideaustrieb und einer jährlichen 
Milchleistung von 7247 kg Milch pro Kuh eine Studie durch, wo zwischen dem Tag 28 
und 42 embryonale Verluste von 3,2% auftraten. In einer Studie von GÁBOR et al. (2007) 
wurde der Trächtigkeitsstatus von Kühen dreier Herden (7800-9500kg/Kuh/Jahr) in 
Ungarn am Tag 30 bis 36 nach der Insemination mittels Messung 
trächtigkeitsspezifischer Proteine bestimmt, eine Nachuntersuchung erfolgte am Tag 60 
mittels rektaler Palpation. Die Studie ergab eine SEM von im Mittel 16,3%. In Polen 
wurden im Jahre 2012 Untersuchungen in acht Milchviehherden mit einer 
Durchschnittsleistung von 7000 kg pro Kuh durchgeführt. Es erfolgte eine Untersuchung 
mittels transrektalem Ultraschall (TUS) am Tag 30 und eine manuelle rektale 
Folgeuntersuchung am Tag 45. Es trat eine durchschnittliche SEM von 9,1% auf 
(BARAŃSKI et al. 2012). VASCONCELOS et al. (1997) beschrieben in ihren 
Untersuchungen in Hochleistungskühen (11000-12000 kg/Laktation) eine SEM-Rate von 
20,2%. Auch in der Studie von KAREN et al. (2014) traten bei 9 von 41 tragenden Kühen 
(21,96 %) einer hochleistenden Herde (34,3kg/d) in Ungarn späte embryonale Verluste 
im Zeitraum vom 28. bis 42. TT auf. Im Zuge dessen wird deutlich, dass auch die Rate 
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an späten embryonalen Verlusten bei Hochleistungskühen deutlich höher ausfällt 
(BARAŃSKI et al. 2012) als bei weniger intensiv auf Leistung gezüchteten Kühen. 
2.2.2 Fetale Mortalität 
Der Verlust einer etablierten Trächtigkeit nach dem Abschluss der Differenzierung des 
Embryos (45.TT) wird der fetalen Mortalität (FM) zugerechnet. LÓPEZ-GATIUS et al. 
untersuchten 2002 in Spanien insgesamt 400 Holstein-Friesian(HF)-Kühe 
(durchschnittlich 10.210 kg/Milch/Kuh/Jahr). Es traten 10,6% Verluste zwischen einer 
ersten Untersuchung im Zeitraum vom 38. bis 44. TT und einer zweiten Untersuchung 
am Tag 90 bis 96 auf. Bei 2,4% der Verluste handelte es sich um eine 
Zwillingsträchtigkeit. Es konnte aufgezeigt werden, dass das Risiko eines Verlustes 
3,1-mal höher ist, wenn eine Zwillingsträchtigkeit vorliegt. Auch konnte aufgezeigt 
werden, dass der Verlust eines Body-Condition-Score-Punktes das Risiko um 2,4 erhöht. 
Zudem hatte die Bullenauswahl offenbar einen Einfluss auf die Verlustrate. Eine 
Vergleichsstudie zur Untersuchung unterschiedlicher Erstkalbealter dreier 
Färsengruppen auf ihre spätere Leistung ergab eine durchschnittliche Abortrate von 9,8% 
(ETTEMA und SANTOS 2004). Untersuchungen von KAREN et al. 2014 ergaben im 
Zeitraum vom 42. bis zum 56. TT eine frühe fetale Mortalitätsrate vom 14,6%. Studien 
aus Polen ergaben für acht Milchviehherden zwischen dem 45. und 260. TT eine 
durchschnittliche fetale Mortalität von 5,0% (BARAŃSKI et al. 2012). Drei Viertel aller 
fetalen Verluste treten zwischen dem Tag 45 und 60 auf, dies ergab eine Untersuchung 
von LÓPEZ-GATIUS et al. (2004), welche wöchentliche Untersuchungen von Tag 36 bis 
Tag 90 durchführten. Fetale Verluste treten zusammenfassend im Vergleich zur 
embryonalen Mortalität bei Milchkühen deutlich weniger auf (LÓPEZ-GATIUS et al. 2004, 
BARAŃSKI et al. 2012).  
2.3 Trächtigkeitsdiagnostik/-ausschluss 
Die möglichst frühe Trächtigkeitsdiagnostik stellt eine zentrale Rolle in der Milchwirtschaft 
dar. Die Detektion nicht tragender Kühe vor dem zweiten Östrus ermöglicht eine frühere 
Intervention und erneute Besamung (ZEMJANIS 1970) und führt zur Senkung der 
Zwischenkalbezeit und zur Steigerung der reproduktiven Leistung im Betrieb 
(OLTENACU et al. 1990).  Es gibt direkte, klinische und indirekte, laborbasierte Methoden 





2.3.1 Direkte Methoden 
Neben den klinischen Verfahren der manuellen rektalen Palpation und der transrektalen 
Ultraschalluntersuchung, welche ein sofortiges Ergebnis vor Ort liefern und somit, wenn 
nötig, eine direkte Intervention erlauben, besteht noch die Möglichkeit der 
Umrinderkontrolle. Dieses Verfahren der visuellen und/oder technischen Östrusdetektion 
gilt als weniger verlässlich aufgrund von falsch positiven Ergebnissen. Die visuelle 
Brunstbeobachtung, Aufsprungsdetektoren und die Aktivitätsmessung über Pedometer 
und Halsband gelten als Möglichkeiten der direkten bzw. indirekten Östrusdetektion. In 
einer Studie von HOLMAN et al. 2011 wurden diese verschiedenen Methoden 
unabhängig voneinander getestet und miteinander verglichen. Mit der Ausnahme des 
Aufsprungdetektors, welcher eine Sensitivität (SEN) von nur 36% lieferte, unterschieden 
sich die anderen Methoden nicht hinsichtlich einer SEN von gemittelt 60%.  
2.3.1.1 Manuelle rektale Untersuchung 
Die manuelle rektale Trächtigkeitsdiagnose wurde erstmals im Jahre 1948 beschrieben 
(COWIE 1948) und gilt als älteste und am weitesten verbreitete Methode (ZEMJANIS 
1970, ROBERTS 2012). Sie ist kostengünstig, schnell und nicht-invasiv, setzt jedoch für 
eine korrekte Diagnosestellung eine hinreichende praktische Erfahrung des Untersuchers 
voraus. Eine sichere Diagnose ist unter dieser Bedingung frühestens ab dem 35. Tag der 
Trächtigkeit möglich (ZEMJANIS 1970, ROBERTS 2012). Laut YOUNGQUIST und 
THRELFALL (2006) und PUROHIT (2010) existieren im Folgenden erläuterte 
trächtigkeitsbeweisende Merkmale, von denen mindestens ein Merkmal vom 
Untersucher sicher palpatorisch festgestellt werden muss, um eine Kuh als tragend zu 
diagnostizieren. WISNICKY und CASSIDA (1948) beschrieben im Jahr 1948 erstmals die 
manuelle Palpation der Amnionblase als Trächtigkeitsmerkmal. Sie kann zwischen dem 
Tag 30 und 50 als runde, flüssigkeitsgefüllte Blase ertastet werden. Ab dem Tag 65 bis 
70 nimmt der Turgor der Amnionblase ab, und es wird zunehmend schwierig, die Blase 
zu palpieren (PUROHIT 2010). Im Zuge dessen wird der darin enthaltene Fetus für die 
Palpation zugänglich (ZEMJANIS 1970). Der  zwischen dem Tag 35 und 90 anwendbare 
Eihautgriff (ZEMJANIS 1970) beschreibt die behutsame Kompression des trächtigen 
Uterushornes zwischen Zeigefinger und Daumen und das darauffolgende 
Entgleitenlassen des Hornes. Dabei fühlt man, im Falle einer vorliegenden Trächtigkeit, 
wie das Allantochorion zwischen den Fingern entgleitet, bevor die Uteruswand den 
Fingern entweicht. Zudem sind ab dem Tag 75 die sich entwickelnden Plazentome 
erstmals fühlbar. Ab dem 120. Tag ist auf der Seite des trächtigen Hornes das 
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sogenannte Uterinschwirren fühlbar (PUROHIT 2010); durch manuelle Kompression der 
A. uterina kommt es aufgrund des trächtigkeitsbedingten erhöhten Blutflusses zu 
Verwirbelungen, die fühlbar werden in Form eines Fremitus. Zum Ende der Trächtigkeit 
ist dieses Phänomen ebenfalls auf der anderen Seite fühlbar. Der tragende Uterus steigt 
aufgrund der Größenzunahme ab 3,5 bis 4 Monaten ab und erreicht mit 4,5 bis 5 Monaten 
die ventrale Bauchwand. Während dieser Zeit (4.- 6. Trächtigkeitsmonat) ist nur die 
Zervix intrapelvin spürbar, und der Fetus kann durch den Untersucher nicht erreicht 
werden. Zu diesem Zeitpunkt müssen die Palpation der Plazentome und das 
Uterinschwirren für die Trächtigkeitsdiagnose herangezogen werden (PUROHIT 2010). 
Hinsichtlich der Manipulation am tragenden Uterus, insbesondere im Falle des 
Eihautgriffes, wurde die manuelle rektale Trächtigkeitsdiagnose von verschiedenen 
Autoren als Risikofaktor für die embryonale Mortalität eingestuft (ABBITT et al. 1978, 
PAISLEY et al. 1978, VAILLANCOURT et al. 1979b, FRANCO et al. 1987, WHITE et al. 
1989). Wiederum konnten andere Autoren in ihren Untersuchungen keinen signifikanten 
Anstieg der embryonalen Mortalität nach manueller Trächtigkeitsdiagnose verzeichnen 
(THURMOND und PICANSO 1993, THOMPSON et al. 1994, ALEXANDER et al. 1995). 
Auch die Anwendung des Eihautgriffs zwischen dem 34. und 41. TT führte in 
Untersuchungen von ROMANO et al. (2007, 2011) im Vergleich zu Kontrollgruppen zu 
keiner signifikanten Erhöhung der embryonalen Mortalität. Die Palpation der 
Amnionblase zwischen dem 34. und 43. TT zeigte ebenfalls keine Auswirkungen; 
Trächtigkeitsverluste der Kontroll- und Palpationsgruppe zwischen dem 29. und 90. TT 
betrugen 13,2% bzw. 12,2% (ROMANO und FAHNING 2013). Auch eine jüngere Studie 
von ROMANO et al. (2016) zeigte auf, das eine manuelle rektale Trächtigkeitsdiagnose 
mittels Palpation der Amnionblase zwischen dem 34. und 45. TT weder Einfluss auf die 
embryonale Vitalität noch auf die Abkalberate nahm, auch wurde kein kausaler 
Zusammenhang mit Missbildungen des Kalbes vorgefunden. 
2.3.1.2 Transrektale bildgebende Diagnostik 
Die Trächtigkeitsdiagnose mittels B-Mode-Sonographie, welche in der vorliegenden 
Arbeit als Goldstandard (GS) eingesetzt wurde, gehört neben der manuellen Palpation 
zur weitverbreitetsten Methode. Die für die Veterinärmedizin konzipierten 
Ultraschallgeräte sind mit einem Linearschallkopf ausgestattet, bei dem die 
schallerzeugenden und empfangenden Piezoelemente in Reihe angeordnet sind und 
somit ein rechteckiges Bild entsteht. Die Schalltiefe und Detailerkennung ist abhängig 




größere Eindringtiefe und eine geringere Detailerkennbarkeit im Vergleich zu 7,5 MHz, 
wo es sich umgekehrt verhält (FRICKE 2002). Die ersten detaillierten Untersuchungen 
zum Einsatz der transrektalen Sonographie am Reproduktionstrakt des Rindes fanden 
im Jahre 1984 statt. PIERSON und GINTHER (1984) wiesen in ihrer Studie zwischen 
dem Tag 12 und 14 im ipsilateralem Horn des Ovars mit dem Gelbkörper den länglichen 
Konzeptus mit einem Durchmesser von zwei bis drei Millimeter mittels transrektalem 
Ultraschall nach. Die Embryonalblase nahm jeweils an Größe zu und erreichte am 
26. Tag die Uteruskurvatur und dann bei allen kontrollierten Färsen die kontralaterale 
Uterushornspitze mit 32 Tagen p.c.. Der Embryo mit sichtbarem Herzschlag wurde in der 
Studie durchschnittlich am Tag 28 sichtbar mit einer Länge von 10 mm.  CURRAN et al. 
(1986a) konnten unter kontrollierten Bedingungen den Embryo mit Herzschlag bereits am 
Tag 20/21 darstellen, andere Autoren berichteten von einer Embryodarstellung am Tag 
22 bzw. 24 (BOYD et al. 1988, KASTELIC et al. 1989). Unter Feldbedingungen kann die 
transrektale Ultrasonographie mit Darstellung des Embryos ab dem Tag 26 bis 27 Tagen 
sicher angewandt werden (PIETERSE et al. 1990, KASTELIC et al. 1991). Frühere 
Untersuchungszeitpunkte sind limitiert durch Lage und Position des Uterus. Zum einen 
äußert sich dies in Form des widderhornartigen aufgerollten Organs (CURRAN et al. 
1986a, 1986b); die Embryonalblase kann somit schwerer aufgefunden werden, und 
zudem hat die Blase in der frühen Trächtigkeit zu 73% eine runde anstatt einer länglichen 
Form, welches ihre Detektion erschwert. Zum anderen erschwert bei Kühen eine 
mögliche kraniopelvine Position des Uterus die lückenlose transrektale 
Ultraschalluntersuchung (SZENCI et al. 1995). Somit ist es im frühen Stadium der 
Trächtigkeit nicht möglich, den Konzeptus sicher aufzufinden, was zu falsch negativen 
Diagnosen führt (PIETERSE et al. 1990, BADTRAM et al. 1991). Diesen 
Limitationsfaktoren könnte man durch manuelle Retraktion und Manipulation des Uterus 
entgegenwirken. Jedoch würde man dann dem möglichen Risiko des iatrogen 
verursachten Fruchttodes gegenüberstehen, wie es bei der manuellen Palpation bereits 
diskutiert wurde. Laut PAISLEY et al. (1978) und VAILLANCOURT et al. (1979a) ist die 
transrektale Ultraschallbefundung hinsichtlich dieser Problematik zu bevorzugen 
aufgrund der minimalen Invasivität. Zudem zeichnet sie sich durch höhere Genauigkeit 
und Effizienz aus. Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, dass die transrektale 
Ultraschalluntersuchung als sicher gilt. Sie verursacht keine Beeinträchtigung der 
embryonalen/fetalen Vitalität (KÄHN 1992, BALL und LOGUE 1994, BAXTER und WARD 
1997). Weitere Kriterien, die für die Methode sprechen, sind die zuvor erwähnte frühe 
Einsetzbarkeit, die Beurteilungsmöglichkeit der embryonalen/fetalen Vitalität anhand der 
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Detektion des Herzschlags, die Minimierung der kontrovers diskutierten Möglichkeit des 
embryonalen/fetalen Fruchttodes und die Minimierung von Fehldiagnosen (ROMANO 
und MAGEE 2001). Weiterhin sind laut FRICKE (2002) mittels der bildgebenden 
Sonographie die Identifikation von Zwillingsträchtigkeiten und die Ermittlung des fetalen 
Alters und Geschlechts möglich. Auch ovarielle und uterine Pathologien sind besser und 
früher detektierbar (FRICKE 2002). Bisher gab es mehrere Untersuchungen zur 
Sensitivität (SEN) und Spezifität (SPE) der transrektalen Ultraschalldiagnostik in 
Abhängigkeit vom jeweiligen Anwendungszeitpunkt. PIETERSE et al. (1990) erreichten 
in ihren Untersuchungen im Jahre 1990 eine SEN von 44,8% und eine SPE von 82,3% 
bei einer Anwendung zwischen dem 21. und 25. TT. Diese erhöhten sich bei Anwendung 
zwischen dem 26. und 33. Tag auf 97,7% bzw. 87,8%. In einer Studie von ROMANO et 
al. im Jahre 2006 wurden Kühe und Färsen vergleichend untersucht. Bei den Kühen fand 
ein Anstieg der SEN zwischen dem 24. bis zum 29. TT von 74,5% auf 100% statt. Bei 
den Färsen ergab sich am 21. TT eine SEN von nur 50%, welche jedoch bis zum Tag 26 
auf ebenfalls 100% anstieg. Die SPE erreichte bei den Kühen am Tag 26 eine 
gleichbleibende SPE von 96,6% und bei Färsen am Tag 23 von 94%. Zusammenfassend 
konnte gezeigt werden, dass Färsen drei Tage früher die maximale SEN und SPE 
erreichen. Untersuchungen von KASTELIC et al. (1991) zeigten, dass eine 
Trächtigkeitsdiagnose anhand von anechogenen Flüssigkeitsansammlungen in den Uteri 
von Färsen unter 20 Tagen nach der Besamung zu falsch positiven Ergebnissen führte, 
aufgrund der möglichen freien intrauterinen Flüssigkeit bei nichttragenden Tieren. Laut 
FRICKE (2002) ist die Trächtigkeitsdiagnose anhand von nachgewiesener Flüssigkeit 
erst ab dem Tag 20 möglich. NATION et al. (2003) untersuchten die SEN und SPE bei 
einer Trächtigkeitsdiagnose zwischen dem Tag 28 und 35 mittels dem Nachweis 
intrauteriner Flüssigkeit und fetaler Membranen, auf das Aufsuchen des Embryos wurde 
verzichtet. Hierbei wurde eine SEN und SPE von 96% bzw. 97% erreicht.  
2.3.2 Indirekte Methoden 
2.3.2.1 Trächtigkeitsunspezifische Marker 
2.3.2.1.1 Progesteron 
Das Progesteron (P4) ist der bis dato am häufigsten nachgewiesene indirekte 
Trächtigkeitsmarker unter den Trächtigkeitshormonen (BALHARA et al. 2013). P4 ist ein 
Steroidhormon, welches primär durch das Corpus luteum und die Plazenta produziert 
wird (WILTBANK et al. 2014). Die im Blut zirkulierende P4-Konzentration ergibt sich aus 




durch den hepatischen Blutfluss reguliert wird (WILTBANK et al. 2014). Die 
P4-Konzentration ändert sich während des bovinen Zyklus; nur sehr geringe Mengen an 
P4 sind zum Zeitpunkt des Östrus nachweisbar. Innerhalb von zwei Tagen nach dem 
stattgefundenen LH-Peak und der daraus resultierenden Ovulation steigt die 
P4-Konzentration zwischen dem 4. und 12. Zyklustag aufgrund eines sich entwickelnden 
Corpus luteum stetig an (LAING und HEAP 1971, HANSEL et al. 1973). Die P4-Werte 
erreichen ihre Maximalkonzentration am 13./14. Zyklustag (PARKINSON et al. 1994). Im 
Falle einer Konzeption wird die Luteolyse und der damit einhergehende P4-Abfall 
verhindert (SPENCER und BAZER 2002). Eine hohe P4-Konzentration zwischen dem 
18. und 24. TT bildet die Grundlage für die Etablierung einer Trächtigkeit (SHEMESH et 
al. 1973, SASSER und RUDER 1987), und hohe Konzentrationen zwischen dem 18. und 
21. Tag post inseminationem (p.i.) weisen auf eine Trächtigkeit hin (PARKINSON et al. 
1994, SIMERSKY et al. 2007), sind aber nicht beweisend dafür.  
Im Falle einer nicht tragenden Kuh folgt die P4-Konzentration im Rahmen des normalen 
Zyklusverlaufes einem sich wiederholenden Muster in Form von einer niedrigen 
P4-Menge zwei Tage vor dem Östrus bis etwa vier Tage nach der Ovulation und einer 
darauffolgenden hohen Konzentration im Metöstrus (BROADDUS und DE VRIES 2005). 
Laut BROADDUS und DE VRIES (2005) soll für den P4-Nachweis in Milch als 
Trächtigkeitsdiagnostikum eine Probennahme zwischen dem 21. und 24. Tag nach der 
Besamung erfolgen. Niedrige P4-Konzentrationen in dieser Zeitspanne können eine 
Nichtträchtigkeit sicher aussagen, wobei hohe P4-Werte nicht sicher für eine etablierte 
Trächtigkeit sprechen aufgrund von individuellen Variationen der Zykluslänge und der 
Möglichkeit des embryonalen Fruchttodes mit ausbleibender oder verzögerter Luteolyse 
(BROADDUS und DE VRIES 2005, BALHARA et al. 2013). Auch Besamungen, welche 
fälschlicherweise in der Lutealphase erfolgen, liefern 21 Tage später ein falsch positives 
Ergebnis, weil sich die Kuh zu diesem Zeitpunkt in der Mitte ihres Brunstzyklus befindet 
(PIETERSE et al. 1990, BROADDUS und DE VRIES 2005). Zudem können uterine und 
ovarielle Pathologien wie beispielsweise eine Pyometra und Ovarzysten zu falsch 
positiven Ergebnissen führen (BROADDUS und DE VRIES 2005). Die zyklusabhängigen 
Konzentrationsveränderungen sind im Plasma und aufgrund des lipophilen Charakters 
der Steroidhormone in höheren Konzentrationen in der Milch nachweisbar (DOBSON et 
al. 1975). LAING und HEAP führten 1971 erstmals eine P4-Messung in Milch als Form 
der indirekten Trächtigkeitsdiagnose durch. Seitdem wurden mehrere 
Nachweisverfahren zum P4-Nachweis in Form von Radioimmunoassays (RIA) (HEAP et 
al. 1973, GOWAN und ETCHES 1979, HOLDSWORTH et al. 1979) und 
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Enzymimmunoassays (EIA/ELISA) (DRAY et al. 1975, LANDON et al. 1975, ARNSTADT 
und CLEERE 1981, SAUER et al. 1981, CLAYCOMB et al. 1998, SIMERSKY et al. 2007) 
entwickelt. Die nicht auf einer Radioaktivitätsmessung basierenden ELISAs bzw. EIAs 
haben sich mittlerweile in der Routinediagnostik durchgesetzt. Mehrere Feldstudien zur 
Anwendung eines Milch-P4-Test in Form von RIA, ELISA/EIA und/oder eines 
Latexagglutination-Schnelltests zur Trächtigkeitsdiagnostik bzw. zum Trächtigkeits-
ausschluss am 21. Tag p.i. ergaben SEN von 58,8 % bis 100% und SPE von 60 % bis 
90,6 % (ZAIED et al. 1979, GOWAN et al. 1982, NAKAO et al. 1982, CAVESTANY und 
FOOTE 1985, PENNINGTON et al. 1985, RAJAMAHENDRAN et al. 1993, 
ROMAGNOLO und NEBEL 1993). Als GS diente jeweils der manuelle transrektale 
Palpationsbefund zu einem späteren Zeitpunkt. Die SPE von nur 60% in der Studie von 
NAKAO et al. (1982) mit insgesamt 268 HF-Kühen lag mitunter in einer hohen 
embryonalen Mortalitätsrate (27,9%) begründet und damit einhergehenden verlängerten 
Zyklen mit daraus resultierenden falsch positiven Ergebnissen. Dadurch, dass P4 kein 
trächtigkeitsspezifischer Marker ist, kann eine SPE von 100% nicht erreicht werden 
(RAJAMAHENDRAN et al. 1993). Bis dato sind mehrere ELISA/EIA-basierte Schnelltests 
zur P4-Bestimmung in Blut und Milch kommerziell erhältlich.  
P4 ist des Weiteren in Fäzes nachweisbar (DESAULNIERS et al. 1989, 
SCHWARZENBERGER et al. 1996, ISOBE et al. 2005). Vor dem Hintergrund, dass eine 
P4-Bestimmung aus Milchproben in Färsen und Fleischrindern nicht möglich bzw. 
unpraktikabel ist, führten ISOBE et al. (2005) Untersuchungen zum Nachweis von P4 in 
Fäzes von insgesamt 80 Färsen und Kühen der Rasse Japanese Black, HF und 
Kreuzungen dieser beiden Rassen durch.  Mittels eines P4-ELISAs wurden zwischen 
dem 21. und 24. TT eine SEN von 100% und eine SPE von unter 70% für die Diagnose 
einer Trächtigkeit erreicht im Vergleich zur Trächtigkeitsdiagnose zwischen dem 35. und 
40. TT per manueller transrektaler Untersuchung. ISOBE et al. schlussfolgerten, dass 
kommerziell erhältliche P4-Testkits für die P4-Bestimmung in Fäzes um den 23. TT für 
die frühe Erkennung nicht tragender Tiere verwendet werden können.  
Neben der P4-Konzentrationsmessung als Trächtigkeitsdiagnostikum wird die 
P4-Bestimmung zur Identifikation und Vorhersage des Brunstzeitraumes, zur 
Differenzierung von Ovarzysten und zur Therapiekontrolle nach Hormonanwendung 
verwendet (NEBEL 1988).  
Zusammenfassend gesehen, ist die P4-Messung für die Erkennung nicht tragender Kühe 
sehr gut geeignet in Hinsicht auf die erreichten SPE von bis zu 100% (ZAIED et al. 1979, 




anwendbare Methode zur Erkennung nicht tragender Tiere (CORDOBA et al. 2001). Per 
P4-Bestimmung als tragend eingestufte Tiere müssten aufgrund der 
Trächtigkeitsunspezifität von P4 einer Nachkontrolle mittels manueller transrektaler 
Palpation oder TUS zugeführt werden (BROADDUS und DE VRIES 2005). 
2.3.2.1.2 Early Conception Factor (ECF) 
Das Glykoprotein namens Early Conception Factor (ECF) bzw. Early Pregnancy Factor 
(EPF) wurde erstmalig in Mäusen entdeckt (MORTON et al. 1974) und später unter 
anderem in Schaf und Rind (NANCARROW et al. 1981). Es handelt sich hierbei um ein 
Glykoprotein, welches laut NOONAN et al. (1979) immunsuppressive Aktivität besitzt und 
laut CAVANAGH (1996) wachstumsregulatorische und immunmodulatorische 
Eigenschaften besitzt, welche für die erfolgreiche Etablierung der Trächtigkeit benötigt 
werden. ECF ist im Serum tragender Säugetiere innerhalb von sechs bis 24 Stunden 
nach der Befruchtung nachweisbar (MORTON et al. 1976). SAKONJU et al. (1993) 
berichteten über den ECF-Nachweis mittels eines Rosettentests im Blut tragender Kühe 
mit dem Ziel die embryonale Vitalität zu beurteilen. Es wurden signifikante Unterschiede 
zwischen Testergebnissen tragender und nicht tragender Kühe zwischen dem 13. und 
16. TT und zwischen dem 20. TT und 25. TT nachgewiesen. Anti-ECF-Antikörper, isoliert 
aus Serum tragender Kühe, wurden mit dem Ziel der frühen Trächtigkeitsdiagnose 
verwendet (THRELFALL 1994). Der im Zuge dessen entwickelte und kommerziell 
vertriebene ECF-Test (Concepto Diagnostics, Knoxville, TN, USA) verspricht eine sichere 
Trächtigkeitsdiagnose innerhalb von 48 Stunden nach der Besamung. Mehrere Studien 
zur Untersuchung des ECF-Tests offenbarten jedoch, dass der Test zur frühen 
Trächtigkeitsbestimmung ungeeignet ist (CORDOBA et al. 2001, GANDY et al. 2001, 
WHISNANT et al. 2001, AMBROSE et al. 2002). In einer Teilstudie von GANDY et al. 
(2001) waren bei einer Testanwendung 72 Stunden p.i. nur 38,5% der negativen 
Ergebnisse korrekt, das heißt, es lagen 61,5% falsch negative Ergebnisse vor. Auch die 
Studie von CORDOBA et al. (2001) lieferte bei Anwendung am sechsten Tag p.i. eine 
SEN von 86% und eine SPE von 4%. AMBROSE et al. (2002) untersuchten die 
Reproduzierbarkeit des ECF-Test in Serum und Milch, indem 28 Kühe wiederholt am 7., 
14., 21. und am 28.Tag p.i. getestet wurden. Nur zwei von 13 nicht tragenden Kühe 
wurden zu jedem Testzeitpunkt in Serum als korrekt negativ beurteilt, wobei keines der 
Testergebnisse aus Milchproben durchgängig negativ ausfiel. Untersuchungen von 
AMBROSE et al. (2002) zeigten auf, dass die Wahrscheinlichkeit, mit der eine Kuh als 
krrekt nicht tragend mittels des ECF-Tests diagnostiziert wird, sich unter 50% bewegt. 
Laut CAVANAGH (1996) ist ECF/EPF nicht trächtigkeitsspezifisch aufgrund der 
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Sekretion durch nicht-plazentare Strukturen wie beispielsweise Tumore und 
transformierte Zelllinien und ist aus diesem Grund ungeeignet als früher 
Trächtigkeitsmarker. Zudem ist die Praktikabilität des Testes niedrig aufgrund der 
physiologisch hohen Rate an Embryonalverlusten während der ersten 15 Tage p.i. 
(AYALON 1978, BALHARA et al. 2013). 
2.3.2.2 Trächtigkeitsspezifische Marker 
2.3.2.2.1 Interferon-tau (IFN-) 
Das 172 Aminosäuren lange Polypeptid namens Interferon-tau (IFN-) gilt als das 
antiluteolytische Signalmolekül in Wiederkäuern, welches zwischen dem 14. und 16. TT 
vom Konzeptus ausgehend produziert wird (THATCHER et al. 1994, ROBERTS et al. 
1999, ROBERTS 2007, BAZER et al. 2010). Produziert von den mononukleären Zellen 
des Trophoektoderms während der periimplantativen Periode und der in diesem Zeitraum 
stattfindenden Elongation des Konzeptus, kommt es auf parakrinem Wege zur 
Verhinderung der Prostaglandin F2 (PGF2)-Produktion und -Sekretion (BAZER et al. 
2009, 2010, 2012). Die Verhinderung der Expression von Östrogenrezeptoren in den 
Endometriumzellen und die im Zuge dessen nicht stattfindende östrogeninduzierte 
Oxytocinrezeptorbildung führen zu einer Verhinderung der oxytocininduzierten pulsatilen 
PGF2-Freisetzung und der damit einhergehenden Luteolyse (SPENCER und BAZER 
1996, SONG et al. 2009, BAZER et al. 2012). Zudem kommt es laut BAZER et al. (2012) 
zu einer Stabilisation und Hochregulation von endometrialen P4-Rezeptoren, um dem 
sogenannten P4-Block, der die Synthese von Oxytocinrezeptoren verhindert 
(MCCRACKEN et al. 1999), zu stabilisieren bzw. zu verlängern. Des Weiteren bewirkt 
der parakrine IFN--Einfluss auf die Endometriumzellen eine Hemmung von 
postrezeptoralen Mechanismen (BAZER et al. 2012) und eine Herabregulation der 
oxytocininduzierten Cyclooxygenase-2 und Prostaglandin F-Synthase-Expression, 
welche für die Prostaglandin F2-Synthese verantwortliche Enzyme darstellen (XIAO et 
al. 1999).  
IFN- ist nicht als direkter Trächtigkeitsmarker geeignet, weil das Polypeptid nur vor Ort 
im Uterus agiert und in extrem niedrigen Konzentrationen im extrauterinen Gewebe und 
der peripheren Zirkulation vorliegt (OLIVEIRA et al. 2008). Jedoch wurden Forschungen 
betrieben an IFN--stimulierten Genen (ISG), wie das IFN--stimulierte Gen 15 kDa 
(ISG15), das Myxo Virus Resistance 2 (MX2)-Gen und das 2', 5'-




frühen Trächtigkeit (HAN et al. 2006, GIFFORD et al. 2007, GREEN et al. 2010). Es 
konnte aufgezeigt werden, dass die ISG in der frühen Trächtigkeit hochreguliert werden 
(GREEN et al. 2010, FORDE et al. 2011, KIZAKI et al. 2013). Untersuchungen von 
GREEN et al. (2010) zur Trächtigkeitsdiagnose mittels des Nachweises der 
ISG-Expression in zirkulierenden Leukozyten ergaben, dass die zuverlässige 
Anwendung dieser Methodik ab dem 18. TT in Färsen möglich sei. Es wurden Blutproben 
von 21 tragenden und 21 nicht tragenden Kühen 18 Tage p.i. entnommen. In tragenden 
Färsen lag eine höhere ISG-Expression vor als in nicht tragenden Färsen im Vergleich 
zu sich nicht unterscheidenden ISG-Expressionsmengen zwischen tragenden und nicht 
tragenden Kühen am Tag 18 (GREEN et al. 2010). Alle bis dato durchgeführten Studien 
zeigen auf, das ISG potentielle Trächtigkeitsmarker darstellen, wobei noch keine 
Testverfahren für die Praxis entwickelt worden sind (BALHARA et al. 2013). 
2.3.2.2.2 Östrogene 
Neben dem als frühen Trächtigkeitsmarker verwendeten trächtigkeitsunspezifischen P4, 
welches mütterlicherseits produziert wird, werden auf der fetalen Seite 
trächtigkeitsspezifische Östrogene als Steroide der fetoplazentalen Membranen 
produziert, deren Nachweis eine Trächtigkeitsdiagnose ab dem 110. TT erlaubt (THIBIER 
1988, LOBAGO et al. 2009). Laut HOFFMAN et al. (1979) sind fetale oder kotyledonäre 
Teile der bovinen Plazentome die Orte der Östrogensynthese und -konjugation während 
der Trächtigkeit. Östron und Östradiol sind die hauptsächlich in den fetoplazentalen 
Membranen produzierten Steroide (ROBERTSON und KING 1979), welche größtenteils 
in den Plazentomen konjugiert werden (ELEY et al. 1979). Von den konjugierten 
Steroiden liegt Östronsulfat vergleichsweise in höchster Konzentration während der 
Trächtigkeit in Körperflüssigkeiten tragender Tiere vor (ROBERTSON und KING 1979). 
Untersuchungen von ISOBE et al. (2003) an 32 Kühen und einer Beprobung ab dem 
90. TT ergaben für die per Enzymimmunoassay (EIA) detektierten Östronsulfatmengen 
im Blut tragender Tiere einen stetigen Konzentrationsanstieg ab dem 180. TT, gefolgt von 
einer sehr steilen Konzentrationserhöhung nach dem 240. TT mit Maximum am Tag 285. 
Laut HIRAKO et al. (2002) korreliert die Östronsulfatkonzentration mit der Fetenzahl. 
TAKAHASHI et al. (1997) untersuchten die Östronsulfatmengen in Zwillingsträchtigkeiten 
im Vergleich zu Einlingsträchtigkeiten. Östronsulfat wurde ab dem 100. TT messbar, 
wobei die Autoren bis zum 140. TT keinen Konzentrationsunterschied zwischen Einlings- 
und Zwillingsträchtigkeiten verzeichnen konnten. Bei den Einlingsträchtigkeiten kam es 
ab dem 140. TT zu einem Konzentrationsanstieg bis 10 Tage ante partum, wobei die 
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Zwillingsträchtigkeiten in diesem Zeitraum bis zur Geburt signifikant höhere 
Östronsulfatmengen lieferten (TAKAHASHI et al. 1997).  
ZHANG et al. (1999) wiesen eine positive Korrelation mit dem Kalbegewicht ab dem 
210. TT bis einen Tag ante partum nach. Zudem kann die fetale Vitalität mit Hilfe von 
Östronsulfatkonzentrationen nach dem 195. TT beurteilt werden (ZHANG et al. 1999). 
Eine zuverlässige Trächtigkeitsdiagnose ist mittels Östronsulfatbestimmung erst ab 
110 Tagen nach der Besamung möglich (LOBAGO et al. 2009), und somit gilt das 
Östronsulfat als später Trächtigkeitsmarker, der eher zur Trächtigkeitsbestätigung bzw. 
zur Vorhersage des fetalen Entwicklungsstatus und der fetoplazentalen Funktion dient 
(ZHANG et al. 1999), aber für die frühe ökonomisch wichtige Trächtigkeitsdiagnose 
unbrauchbar ist. 
2.3.2.2.3 Zirkulierende Nukleinsäuren 
Im Blut zirkulierende Nukleinsäuren, sogenannte Circulating Nucleic Acids (CNAs), sind 
zellfreie oder membrangebundene DNA und/oder RNA (BELTING und WITTRUP 2008), 
welche als relativ neue Biomarker im menschlichen Organismus gelten, jedoch schon vor 
Jahrzehnten erstmals im menschlichen Blut nachgewiesen wurden (MANDEL 1948, 
MAYER et al. 2013). Die CNAs stammen aus untergegangenen Zellen und sind an vor 
Nuklease-Verdauung schützende Histone gebunden (RUMORE und STEINMAN 1990, 
LICHTENSTEIN et al. 2001, SUZUKI et al. 2008). Im Jahre 1997 berichteten LO et al. 
vom Vorhandensein fetaler CNA im mütterlichen Plasma ab der siebten 
Schwangerschaftswoche. MANOKHINA et al. (2015) berichten vom Nutzen als 
Biomarker der plazentaren Gesundheit und zur Vorhersage von Schwangerschafts-
komplikationen beim Menschen. Die fetale CNA stammt laut FLORI et al. (2004) und 
ALBERRY et al. (2007) aus Trophoblastenzellen. Die haemochoriale Plazenta des 
Menschen erlaubt den Transfer fetaler DNA in den mütterlichen Kreislauf (ENDERS und 
WELSH 1993, BIANCHI 2004) im Gegensatz zur epitheliochorialen Plazenta der 
Wiederkäuer (WILDMAN et al. 2006), wo die maternalen und fetalen Gefäßsysteme 
keinen Kontakt zueinander haben (LEISER et al. 1997).  
Trotz dieser Tatsache sind fetale CNAs im Blut tragender Kühe aufgrund transplazentaler 
„Leckagen“ vorhanden (HIENDLEDER et al. 2003, PAN et al. 2005, TURIN et al. 2007). 
MAYER et al. (2013) führten Untersuchungen zur Eignung von CNAs zur frühen 
Trächtigkeitsdiagnose bei Kühen durch. Es wurden Serumproben von 24 tragenden und 
16 nicht tragenden Kühen entnommen, und hieraus wurden mittels verschiedener 
Untersuchungsmethoden und Analysen trächtigkeitsspezifische DNA-Sequenzen isoliert, 




CNA-Proben von 12 tragenden und 16 nicht tragenden Kühen am Tag 0, 20 und 40 p.i. 
untersucht.  Ab Tag 20 zeigte sich ein Anstieg der Menge an CNA-Biomarker aus Proben 
tragender Kühe. Bei einer erreichten SEN von 83% und einer SPE von 75% 
schlussfolgerten MAYER et al. (2013), dass CNAs als Biomarker zur frühen bovinen 
Trächtigkeitsdiagnose geeignet sind. 
2.3.2.2.4 Bovine trächtigkeitsassoziierte Glykoproteine (bPAG) 
In den letzten drei Jahrzehnten wurden die trächtigkeitsassozierten Glykoproteine 
intensiv untersucht und erforscht. Sie sind direkte, in der präimplantativen Periode vom 
Trophoblasten und ab dem Zeitpunkt der Implantation vom Chorionepithel produzierte 
Trächtigkeitsmarker (MAJEWSKA 2011), welche im maternalen Blut und Milch 
nachweisbar sind und somit für die Trächtigkeitsdiagnostik Verwendung finden. 
Historischer Überblick 
In den 1970er Jahren wurden erstmals uterusspezifische Proteine in Uterusspülungen 
(ROBERTS und PARKER 1974) und in der Allantoisflüssigkeit (ROBERTS und PARKER 
1976) nachgewiesen. LASTER (1977) entdeckte am 15. TT im Endometrium und in 
Uterusspülflüssigkeiten tragender Kühe ein Protein mit einer molekularen Masse von 50 
bis 60 kDa. In nicht tragenden Kühen wurde das Protein zu diesem Zeitpunkt nicht 
vorgefunden, im Zuge dessen galt es als trächtigkeitsspezifisch. Vor diesem Hintergrund 
entdeckten BUTLER et al. im Jahre 1982 mittels Immunelektrophorese zwei weitere 
Proteine in Plazentaextrakten. In der Studie wurde ein initiales Antiserum hergestellt, 
indem Kaninchen mit homogenisierten Plazentaextrakten beimpft wurden. Aus dem von 
Kaninchen produzierten Antiserum wurden unspezifische Antikörper (AK) mittels 
Gewebeextrakten und Erythrozyten nicht tragender Kühe adsorbiert.  Das sich ergebene 
Antiserum wurde genutzt, um trächtigkeitsspezifische Glykoproteine aus 
Plazentaextrakten vom 16. bis zum 270. TT zu gewinnen. Zwei trächtigkeitsspezifische 
Proteine wurden in den plazentaren Membranen vom 25. bis zum 270. TT vorgefunden: 
Das „Pregnancy Specific Protein A“ (PSPA) und „-B“ (PSPB). Das PSPA stellte sich als 
bovines α-Fetoprotein heraus, wobei das PSPB keine immunologische Kreuzreaktivität 
mit anderen bekannten Proteinen aufzeigte (BUTLER et al. 1982).  
Darauffolgende immunhistochemische und zellkulturelle Untersuchungen zeigten, dass 
das PSPB in binukleären Trophoblastenzellen lokalisiert ist (ECKBLAD et al. 1985) und 
von diesen sezerniert wird (REIMERS et al. 1985). Im Jahre 1986 entwickelten SASSER 
et al. einen RIA, der PSPB im Serum trächtiger Kühe nachweist. Das Protein war mit 
diesem Testverfahren in allen getesteten Kühen ab dem 24. TT bis 21 Tage post partum 
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(p.p.) messbar, dabei konnte während des Trächtigkeitsverlaufs bis zur Geburt ein 
signifikanter Anstieg verzeichnet werden. 
Im Jahre 1991 entdeckten und charakterisierten ZOLI et al. mehrere Isoformen von dem 
von ihnen benannten „Pregnancy Associated Glycoprotein“ (PAG) bzw. bPAG67kDa, 
welches eine molekulare Masse von 67 kDa und vier unterschiedliche isoelektrische 
Punkte aufwies. Zudem wurde die N-terminale Sequenz charakterisiert. Molekulare 
Klonierungsstudien durch XIE et al. (1991) beinhalteten das Screening von bovinen und 
ovinen Konzeptus- und Kotyledonen-cDNA-Bibliotheken mit einem Antiserum, welches 
gegen das von ZOLI et al. (1991) identifizierte bPAG67kDa gerichtet war. Die beiden 
gefundenen Klone bPAG-1 und oPAG-1 gelten als Hauptsekretionsprodukte binukleärer 
Trophoblastenzellen und besitzen die Primärstruktur einer Aspartatprotease, jedoch ohne 
proteolytische Aktivität. Es stellte sich dabei heraus, dass Sequenzidentitäten mit Pepsin 
(57%), Pepsinogen (49,5%), Cathepsin D (58%) und E, Chymosin (42,5%) und Renin 
vorliegen (XIE et al. 1991, 1994, 1995). Auch CAMOUS et al. (1988) hatten zuvor ein 
trächtigkeitsassoziiertes Protein namens „Pregnancy Specific Protein 60“ (PSP60) aus 
Extrakten boviner fetaler Kotyledonen isoliert und beschrieben. Es besaß eine molekulare 
Masse von 60 kDa. Die aminoterminale Sequenz stimmte mit der cDNA von bPAG 
überein (XIE et al. 1991).  
Die bis dahin von verschiedenen Autoren beschriebenen Glykoproteine PSPB (BUTLER 
et al. 1982), PAG67kDa (ZOLI et al. 1991) und PSP60 (CAMOUS et al. 1988, MIALON et 
al. 1993) wurden zusammenfassend als bPAG-1 bezeichnet, seitdem bekannt wurde, 
dass sie ähnliche, wenn auch nicht identische, aminoterminale Sequenzen besitzen (XIE 
et al. 1991, LYNCH et al. 1992). Im Jahre 1994 beschrieben XIE et al. die Isolation einer 
cDNA, welche neben dem bPAG-1 ein zweites Mitglied der Familie der 
Aspartatproteasen darstellte. Es konnte aufgezeigt werden, dass dieses bPAG-2 
strukturell mit den bereits identifizierten bPAG-1, oPAG-1 und Pepsin verwandt war 
(58%, 58% und 51% Aminosäurensequenzidentität). Die bovine PAG-2 cDNA wurde 
mittels zwei Verfahren identifiziert. Ersteres beinhaltete das Screening einer bovinen 
Plazenta-cDNA-Bank mit einer oPAG-1 cDNA-Probe (XIE et al. 1991), welche nur 86% 
Nukleotidsequenzidentität mit der cDNA von bPAG-1 teilte. Unabhängig davon wurde in 
einem anderen Screeningversuch ein Antiserum verwendet, welches gegen einen Faktor 
gerichtet war, der 1988 von BECKERS et al. isoliert wurde. Diese nahmen damals an, 
dass es sich dabei um das bovine Choriongonadotropin handelte, aufgrund des 
Konkurrierens mit LH um die LH-Rezeptorbindung am Corpus luteum. Jedoch stellte es 




wurde mittels in-situ-Hybridisierung in den mono- und binukleären Zellen des 
Trophoektoderms vorgefunden, im Gegensatz zu bPAG-1, welches nur in den 
binukleären Zellen exprimiert wird (XIE et al. 1991). Molekularbiologische Studien in den 
folgenden Jahren offenbarten, das mehr als 100 PAG-Gene im ruminalen Genom 
existieren, welche überwiegend in den oberflächlichen Schichten der Plazenta exprimiert 
werden (XIE et al. 1997b).  
Bis jetzt wurden 21 verschiedene Mitglieder der bovinen PAG-Gruppe identifiziert, indem 
die mRNA-Expression in der bovinen Plazenta untersucht wurde (XIE et al. 1997a, 
1997b, GREEN et al. 2000).  Laut KLISCH et al. (2005) wurden trotz der hohen Diversität 
der 21 beschriebenen cDNAs mittels biochemischen Studien hauptsächlich nur bPAG-1 
Proteine identifiziert (CAMOUS et al. 1988, ZOLI et al. 1991, SOUSA et al. 2002). GREEN 
et al. (2005) führten Massenspektrometrie-Analysen von PAGs durch, welche zuvor 
mittels Affinitätschromatographie mit monoklonalen Antikörpern isoliert wurden. Hiermit 
wurden Proteine mit molekularen Massen von 55, 65 und 75 kDa identifiziert, wobei 
mittels Peptidmassenfingerprint auf die bPAG 4, 6, 7 und 16 geschlossen werden konnte. 
Weitere bPAGs wurden im selben Jahr von KLISCH et al. (2005) identifiziert. Ziel ihrer 
Studie war es, die PAG-Diversität weiter zu charakterisieren und dabei den Grad der 
Glykosylierung näher zu betrachten. Sie reinigten Proteine aus Kotyledonengewebe 
mittels einer speziellen Affinitätschromatographie, welche nur Glykoproteine aus 
binukleären Trophoblastenzellen anreichert, auf. Die Proteine wurden aus Kotyledonen 
von zwei bis 100 Tage alten Plazenten und jeweils einer Plazenta am Tag 155 und 180 
der Trächtigkeit isoliert. Die molekularen Massen betrugen 56, 66 und 75 kDa. Mittels 
Massenspektrometrie wurden die 75 kDa-Proteine als Mischung aus bPAG-6 und -7 
identifiziert, die anderen beiden molekularen Massen waren dem bPAG-1 und -7 
zugehörig. Die N-terminale Sequenzierung einer Probe bestätigte das Ergebnis der 
Massenspektrometrie. 
Phylogenetische Einteilung der PAG 
Laut den phylogenetischen Studien von HUGHES et al. (2000) lassen sich die bis dato 
21 entdeckten bovinen PAG in zwei Gruppen unterteilen. Die erstere bovine PAG-2 
Gruppe entstand vor ungefähr 85 Millionen Jahren aus der Duplikation eines einzelnen 
Pepsinogen-F ähnlichen Gens. Dieser zeitliche Rahmen korreliert mit dem Zeitpunkt der 
Divergenz der Ordnungen der Paarhufer (Artiodactyla) und der Unpaarhufer 
(Perissodactyla) (KUMAR und HEDGES 1998). Die bovinen PAG-2, -8, -10, -11, -12 
und -13 sind dieser Gruppe zugehörig (GREEN et al. 2000). Des Weiteren wurden dieser 
Gruppe zugehörige PAGs in caprinen, ovinen, cerviden und porcinen Plazenten 
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vorgefunden (SZAFRANSKA et al. 1995, GARBAYO et al. 2000, GREEN et al. 2000, 
HUGHES et al. 2000, VAWTER et al. 2004).  
Vor ungefähr 55 Millionen Jahren tauchte die zweite, jüngere PAG-1 Gruppe auf, welche 
sich zu diesem Zeitpunkt von der älteren PAG-2 Gruppe abspaltete (HUGHES et al. 2000, 
2003). Diese Gruppe erschien, zeitgeschichtlich gesehen, im nahen Zeitraum der 
Divergenz der Unterordnung der Schweineartigen (Suina) von den Wiederkäuern 
(Ruminantia) (KUMAR und HEDGES 1998, GARBAYO et al. 2000, HUGHES et al. 2000, 
2003). Die hierzu gehörigen PAGs zeichnen sich dadurch aus, dass sie nur in den 
binukleären Tropholastenzellen der synepitheliochorialen Plazenta der Familie der 
Hornträger (Bovidae) gebildet werden (HUGHES et al. 2000, TELUGU et al. 2009). Laut 
HUGHES et al. (2000) steht die Entstehung dieser jüngeren Gruppe in Verbindung mit 
der Bildung der synepitheliochorialen Plazenta der Wiederkäuer aus der nichtinvasiven 
epitheliochorialen Plazenta. Laut GREEN et al. (2000) sind der Gruppe von den 21 
bPAG-Genen insgesamt 15 angehörig (PAG-1, PAG-3 bis -7, PAG-9, PAG-14 bis -21). 
Im Jahre 2000 erfolgte durch die Arbeitsgruppen um GREEN et al. (2000) und GARBAYO 
et al. (2000) eine Charakterisierung der PAG-Expressionsmuster in ruminalen Plazenten. 
Mittels in-situ-Hybridisierung von PAG-Transkripten in bovinen, caprinen und ovinen 
Plazentomen konnten zwei Expressionsmuster beobachtet werden: Einige Glykoproteine 
wurden in den mono- und binukleären Zellen der synepitheliochorialen Plazenta gebildet, 
wobei andere nur in den binukleären Zellen exprimiert wurden. Zu diesem Zeitpunkt 
schien dieses Muster mit der phylogenetischen Einteilung nach HUGHES et al. (2000) zu 
korrelieren, indem die älteren PAGs in beiden Trophoblastenzellarten exprimiert wurden 
und die moderneren nur in den binukleären Zellen (GREEN et al. 2000, WALLACE et al. 
2015).  
Darauffolgende Studien zeigten jedoch, dass dieser Zusammenhang zwischen 
Phylogenie und Expression nicht immer vorhanden war (WALLACE et al. 2015). In dieser 
Hinsicht gab es bereits in der Studie von GREEN et al. (2000) einen Hinweis darauf, 
indem das bPAG-10, welches zur älteren PAG-2 Gruppe gehört, nur in binukleären Zellen 
vorgefunden wurde. Das bPAG-8 konnte dem hingegen nur in mononukleären Zellen 
nachgewiesen werden, entgegen der These, dass die ältere PAG-2 Gruppe in beiden 
Trophoblastenzellen exprimiert wird. Auch neuere Untersuchungen der bovinen 
PAG-Expression in der kotyledonären und interkotyledonären Region der Plazenta von 
TOUZARD et al. (2013) zeigten das Vorhandensein des phylogenetisch älteren PAG-2 
nur in einkernigen Trophoblastenzellen der Kotyledonen und des bPAG-11, ebenfalls der 




binukleären Zellen der gesamten Plazenta vorhanden, wobei das bPAG-11 nur in 
binukleären Zellen der Chorionplatte der Kotyledonen und nicht in den Zellen der Primär- 
und Sekundärzotten vorzufinden war. Dies lässt laut TOUZARD et al. (2013) zwei 
unterschiedliche Populationen von binukleären Trophoblastzellen vermuten. Es wurden 
in dieser Hinsicht von der Arbeitsgruppe keine binukleären Zellen vorgefunden, welche 
PAG-1 und PAG-11 gleichzeitig exprimierten.  
In-situ-Hybridisierungsstudien von WOODING et al. (2005) offenbarten, dass die 
Mitglieder der älteren Gruppe, welche in den Wiederkäuern präsent sind, extrazellulär an 
der Oberfläche der apikalen Mikrovilli aller mononukleären Zellen des Trophoblasten und 
intrazellulär in kleinen apikalen Vesikeln in einem Teil dieser Zellen vorhanden sind. 
Somit ist diese PAG-Gruppe in der gleichen Lokalisation vorzufinden, wie die strukturell 
verwandten PAG der porcinen epitheliochorialen Plazenta (SZAFRANSKA et al. 1995). 
Die jüngere PAG-1 Gruppe wird hingegen nur in binukleären Zellen gefunden. Durch 
Migration und Verschmelzung dieser Zellen mit dem uterinen Epithel kommt es zur 
Sekretion dieser PAGs in die maternale Zirkulation bzw. zur Anreicherung im uterinen 
Stroma (siehe Kapitel 2.1). 
Struktur 
Aus der Duplikation und der darauffolgenden Expansion eines Pepsinogen-F-Gens, 
welches seinerseits aus einem Pepsinogen-A-ähnlichen Gen entstanden ist, ging die 
extensive PAG-Familie hervor (HUGHES et al. 2003). Diese beiden Vorläufergene 
gehören der Familie der Aspartatproteasen an (DAVIES 1990, DUNN 2002). Die 
Tatsache, dass die PAGs dieser Familie angehören, offenbarte sich erstmalig 1991 durch 
molekulare Klonierungsstudien durch XIE et al. (1991). Die molekulare Masse der bisher 
beschriebenen PAGs reicht von 37 bis 90 kDa (BUTLER et al. 1982, XIE et al. 1991, 
ZOLI et al. 1991, ZOLI et al. 1992b, MIALON et al. 1993, XIE et al. 1994, SZAFRANSKA 
et al. 2006). Diese hohe Variationsbreite liegt laut KLISCH und LEISER (2003) 
hauptsächlich in dem Grad der N-Glykosylierung der Proteine begründet. Nachdem die 
Signalsequenz und das Propeptid entfernt werden, besitzt das verbleibende Kernprotein 
eine molekulare Masse von 37 kDa (KLISCH et al. 2005).  
Die erkannten Gemeinsamkeiten mit den Enzymen Pepsin und Chymosin in der 
Primärstruktur wurden durch GURUPRASAD et al. (1996) genutzt, um Atommodelle von 
oPAG1 und bPAG1 zu erstellen. Beide Moleküle besitzen eine zweilappige Struktur, wie 
sie ebenfalls bei den eukaryotischen Aspartatproteasen vorliegt. Die 
Substratbindungsstelle weist eine Breite von nahezu vier Nanometern auf und kann ein 
Substrat aus sieben bis acht Aminosäuren binden. Viele der trächtigkeitsassoziierten 
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Glykoproteine binden mit unterschiedlicher Affinität den Aspartatprotease-Inhibitor 
Pepstatin (LANDON et al. 1999, PATEL et al. 2004a). Die ältere PAG-2 Gruppe weist im 
Gegensatz zur jüngeren PAG-1 Gruppe eine höhere Pepstatinbindungsaffinität auf 
(WOODING et al. 2005). Die nachgewiesenen Schlüsselmutationen in und um das aktive 
Zentrum von bPAG-1 und oPAG-1 lassen auf eine enzymatische Inaktivität dieser 
Glykoproteine schließen (XIE et al. 1991, GURUPRASAD et al. 1996). Im Gegensatz zu 
diesen jüngeren PAGs sind die enzymatischen Eigenschaften in den PAGs der 
phylogenetisch älteren PAG-2-Gruppe erhalten geblieben und lassen eine enzymatische 
Aktivität vermuten (GREEN et al. 1998, WOODING et al. 2005, TELUGU und GREEN 
2008). In der Tat konnte in neueren Studien die enzymatische Aktivität von einem 
rekombinanten porcinen PAG-2 (TELUGU und GREEN 2008) und von den beiden 
bovinen PAG-2 und -12 (TELUGU et al. 2010) nachgewiesen werden. 
Trächtigkeitsassoziierte Glykoproteine anderer Tierarten 
Beim Schaf wurde von RUDER et al. (1988) der für Rinder entwickelte RIA von SASSER 
et al. (1986) angewendet; hier war eine Trächtigkeitsdiagnose ab dem 26. TT möglich. 
Es wurde von einem Blutantigen im Schaf ausgegangen, welches mit dem bovinen RIA 
kreuzreagierte. Auch in Untersuchungen mit der Bergziege (HOUSTON et al. 1986), dem 
Hirsch (WOOD et al. 1986) und dem Moschusochsen (ROWELL et al. 1989)  konnten 
kreuzreagierende Antigene nachgewiesen werden.  
Für die PAG-Charakterisierung wurden in den vergangenen drei Jahrzehnten 
biochemische und molekularbiologische Methoden verwendet. Laut SOUSA et al. (2002) 
ermöglichten die biochemischen Versuchsansätze die Isolation von verschiedenen 
PAG-Molekülen, welche sich in ihrer molekularen Masse und Ladung unterschieden. Die 
weiterführende NH2-terminale Aminosäurensequenzierung offenbarte die Existenz 
weiterer trächtigkeitsassoziierter Proteine verschiedener Tierarten neben den bis dahin 
isolierten und charakterisierten bovinen Proteinen PSPB (BUTLER et al. 1982, SASSER 
et al. 1989), bPAG67kDa (ZOLI et al. 1991) und PSP60 (CAMOUS et al. 1988, MIALON et 
al. 1993). Die Proteine wurden zu verschiedenen Trächtigkeitsstadien von den Plazenten 
vom Schwein (SZAFRANSKA und PANASIEWICZ 2002, PANASIEWICZ et al. 2004), 
Pferd (GREEN et al. 1999), Europäischem Bison (SZAFRANSKA et al. 2005), Zebu 
(SOUSA et al. 2002), Büffel (BARBATO et al. 2003), Weißwedelhirsch (VAWTER et al. 
2004), Damhirsch (BÉRIOT et al. 2014), Maus und Elch (HUANG et al. 1999) isoliert und 
charakterisiert.  
Bei den domestizierten Wiederkäuern wurden neben weiteren bovinen 




2005) mehrere Proteine aus Plazentagewebe von Ziege und Schaf isoliert und 
charakterisiert. Beim Schaf wurden mittels verschiedener Ansätze das oPAG1 (XIE et al. 
1991), das SBU-3 (ATKINSON et al. 1993) und das oPSPB (WILLARD et al. 1995) 
identifiziert. ATKINSON et al. (1993) verwendeten einen monoklonalen Antikörper 
namens SBU-3, der gegen plazentaspezifische Kohlenhydrat-Epitope gerichtet war, um 
plazentare Antigene verschiedener Trächtigkeitsstadien des Schafes zu identifizieren. 
Die drei isolierten SBU-3 Proteine besaßen eine molekulare Masse von 57, 62 und 
69 kDa und zeigten eine teilweise Übereinstimmung der aminoterminalen Sequenz mit 
dem Pepsinogen des Kaninchens, dem bPAG-1/bPAG67kDa (ZOLI et al. 1991) und dem 
oPAG-1 welches von XIE et al. (1991) bestimmt wurde. Neben dem oPSPB, welches im 
Jahre 1993 von WILLARD et al. beschrieben wurde, fanden XIE et al. (1997a) in 100 
Tage alten Schafplazenten vier weitere PAGs mit einer molekularen Masse von 55, 60, 
61 und 65 kDa. Studien von EL AMIRI et al. in den Jahren 2003 und 2004 beschäftigten 
sich ebenfalls mit der Aufbereitung von trächtigkeitsassoziierten Proteinen aus der 
Schafplazenta.  Die ersten drei identifizierten Proteine besaßen eine molekulare Masse 
von 55, 57 und 59 kDa und stammen aus über 100 Tage alten Plazenten. Die 
darauffolgende Untersuchung von Plazenten unter 100 Tagen p.c. lieferte weitere acht 
PAGs mit einer molekularen Masse von 55 bis 66 kDa (EL AMIRI et al. 2003, 2004). 
GARBAYO et al. (1998) beschrieben als erste Forschungsgruppe im Jahr 1998 drei 
PAGs in der Ziegenplazenta. Sie unterschieden sich in ihrer aminoterminalen Sequenz 
und in ihren molekularen Massen (62, 59 und 55 kDa). Alle drei wiesen mehrere 
Isoformen mit verschiedenen isoelektrischen Punkten auf.  
Parallel zu den biochemischen Studien wurden mittels molekularbiologischen Studien 
verschiedener Wissenschaftler bis heute mehrere PAG-Gene von verschiedenen 
Mitgliedern der Klasse der Plazentatiere (Eutheria, Placentalia) codiert (PANASIEWICZ 
et al. 2004). Laut dem Review von SZAFRANSKA et al. (2006) wurden neben den 21 
bovinen PAG-Genen neun ovine (XIE et al. 1991, XIE et al. 1994, XIE et al. 1997b, 
GREEN et al. 2000), 11 caprine (GARBAYO et al. 2000), sieben porcine (SZAFRANSKA 
et al. 1995) und neun PAG-Gene des Weißwedelhirsches (VAWTER et al. 2004) 
beschrieben. BRANDT et al. (2007) beschrieben ebenfalls 10 PAG-cDNAs im 
Weißwedelhirsch. In der Ordnung der Unpaarhufer (Perissodactyla) wurde jeweils ein 
PAG-ähnliches Gen beim Pferd und Zebra (GREEN et al. 1999) beschrieben. Zusätzlich 
konnte jeweils ein PAG-ähnliches Gen in der Katze (GAN et al. 1997) und in der Maus 
(CHEN et al. 2001) identifiziert werden. Die cDNA-Sequenzen repräsentieren 
verschiedene Transkripte von PAG-Präkursor-Polypeptiden. Neuere Untersuchungen 
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zeigen das Vorhandensein von trächtigkeitsassoziierten Proteinen in Alt- und 
Neuweltkameliden (MAJEWSKA et al. 2011, 2013).  
Bei den gefundenen PAG-Genen in Tierarten, welche nicht den Paarhufern (Artiodactyla) 
angehören, handelt es sich laut HUGHES et al. (2003) um PAG-ähnliche Moleküle. Sie 
werden nur von ein bis zwei Genen codiert, wohingegen die PAG-Moleküle der Paarhufer 
durch eine große Genfamilie codiert werden. Des Weiteren ist laut HUGHES et al. (2003) 
die PAG-Expression auf die Plazenta beschränkt; PAG-ähnliche Moleküle wurden auch 
in extraembryonalen Membranen und im neonatalen Magen vorgefunden (CHEN et al. 
2001). Somit kann geschlussfolgert werden, dass die trächtigkeitsspezifischen Proteine 
auf die Ordnung der Paarhufer (Artiodactyla) beschränkt sind (GARBAYO et al. 2000, 
GREEN et al. 2000, HUGHES et al. 2003). 
PAG-Nachweisverfahren 
Bis heute wurden verschiedene RIA- und ELISA/EIA-Testverfahren entwickelt. Sie 
dienen dem PAG-Nachweis im maternalen Blut zur Diagnose der Trächtigkeit und zur 
Kontrolle des physiologischen Trächtigkeitsverlaufs (SASSER et al. 1986, HUMBLOT et 
al. 1988a, ZOLI et al. 1992b). Zudem finden sie Verwendung in der Detektion bzw. 
Vorhersage von Pathologien während der Trächtigkeit, wie die SEM und FM (SEMAMBO 
et al. 1992, MIALON et al. 1993, SZENCI et al. 2000, GÁBOR et al. 2007, POHLER et al. 
2016). Im Jahre 1986 entwickelten SASSER et al. den ersten RIA mit Hilfe des PSPB, 
welches zuvor von BUTLER et al. (1982) beschrieben wurde. Die Arbeitsgruppe wies 
mittels diesem RIA bei allen beprobten Kühen das PSPB ab dem 24. TT bis 21 Tage p.p. 
nach. Weiterführende Studien mit diesem Testverfahren zeigten, das PSPB erst ab dem 
30.TT bei allen tragenden Kühen nachweisbar war (HUMBLOT et al. 1988a) und 
zwischen dem 30. und 35. TT 100% aller 83 nicht tragenden Kühe bzw. Färsen, welche 
sich mindestens 70 Tage p.p. befanden, als korrekt nicht tragend diagnostiziert wurden 
(HUMBLOT et al. 1988b).  
Es folgte die Entwicklung eines weiteren homologen RIAs durch ZOLI et al. (1992b) 
mittels der Verwendung des zuvor von ZOLI et al. (1991) charakterisierten 
bPAG-1/bPAG67kDa  und seiner vier Isoformen. Die Validation des bPAG-1-RIAs, auch 
RIA-497 genannt, in 430 HF-Färsen lieferte für den 35. TT eine SEN von 98,8% und eine 
SPE von 87,5% (ZOLI et al. 1992b). Eine darauffolgende Vergleichsstudie der beiden 
RIAs mit paralleler transrektaler Ultraschalluntersuchung in 138 HF-Kühen lieferte für den 
homologen PSPB-RIA (SASSER et al. 1986) am Tag 38 eine SEN von 100% und eine 
SPE von 84%. Der PAG-1-RIA (ZOLI et al. 1992b) erreichte am 45.Tag eine SEN von 




Die von GARBAYO et al. (1998) beschriebenen caprinen PAG55kDa, PAG59kDa und 
PAG62kDa wurden von GONZÁLEZ et al. (1999) für die Entwicklung eines weiteren RIAs 
verwendet, der mit einer 96%igen Genauigkeit ab dem 22.Tag p.i. trächtige bzw. nicht 
trächtige Ziegen detektiert. Vor dem Hintergrund neue Antiseren zu testen, um die 
Testgenauigkeit der Trächtigkeitsdiagnose in Rindern zu erhöhen, wurden die 
heterologen Antiserumkombinationen PAG55+62kDa und PAG59+62kDa, auch RIA-706 
und -709 genannt, von PERÉNYI et al. (2002b) beim Rind getestet und mit dem 
homologen RIA-497 bzw. dem bPAG-1 Antiserum (ZOLI et al. 1991, ZOLI et al. 1992a) 
verglichen. Blutproben von 103 besamten Kühen wurden am Tag 21, 32 und 42 p.i. 
mittels dieser drei RIAs untersucht. RIA-497 zeigte am 32. und 42. Tag signifikant 
geringere Konzentrationen als die beiden heterologen RIAs an.  
PERÉNYI et al. (2002b) schlussfolgerten, dass die Fähigkeit eines RIAs, möglichst früh 
viele PAGs zu erkennen, durch hetereloge Antisera verbessert werden kann, welche 
gegen mehrere verschiedene PAGs gerichtet sind. Zudem konnte keine Kreuzreaktivität 
der RIAs mit in physiologischer Konzentration vorhandener Aspartatproteasen im Blut 
nachgewiesen werden (PERÉNYI et al. 2002a). Dass heterologe RIAs besser für die 
Trächtigkeitsdiagnose in Rindern geeignet sind, bestätigten auch Vergleichsstudien von 
AYAD et al. (2007). Sie testeten fünf RIAs, welche sich im jeweilig verwendeten 
Antiserum unterschieden. Der homologe RIA-497 (ZOLI et al. 1991, ZOLI et al. 1992a) 
und der heterologe RIA-706 (GARBAYO et al. 1998) wurden mit den beiden heterelogen 
RIAs -780 und -809 verglichen, welche mit den ovinen PAG57+59kDa (EL AMIRI et al. 2003, 
EL AMIRI et al. 2004) bzw. dem ovinen PAG55kDa (EL AMIRI et al. 2004) arbeiteten. Der 
fünfte sogenannte RIA-Pool bestand aus einem Mix der vier zuvor genannten RIAs 
(RIA-497, RIA-706, RIA-780, RIA-809). Die Ergebnisse der jeweiligen 
Testdurchführungen am 21., 30., 45., 60. und 80. TT offenbarten für den RIA-497 die 
niedrigsten PAG-Konzentrationen vom 30. (1,84 ± 1,17 ng/ml) bis zum 80. Tag (4,72 ± 
2,71 ng/ml) der Trächtigkeit, wobei der heterologe RIA-706 die höchsten Konzentrationen 
vom 45. (7,92 ± 4,37 ng/ml) bis zum 80.Tag (18,66 ± 10,63 ng/ml) p.i. lieferte (AYAD et 
al. 2009). Laut AYAD et al. (2009) scheinen diese Ergebnisse die Untersuchungs-
ergebnisse von GREEN et al. (2000) zu stützen. Sie konnten bPAG-1 mRNA-Transkripte 
erst ab dem 45. TT in bovinen Plazentomen nachweisen. Somit scheinen sich die PAGs, 
welche vor dem 45. TT mittels des RIA-497 (ZOLI et al. 1992b) nachgewiesen werden, 
von dem eigentlichen bPAG-1/bPAG67kDa (ZOLI et al. 1991) zu unterscheiden; das bPAG-
1/bPAG67kDa-Antiserum bindet ein oder mehrere von anderen, früher exprimierten PAGs 
(GREEN et al. 2000). Die heterologen Antiseren, welche in den anderen RIA-Systemen 
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verwendet werden, erkennen somit andere PAG-Moleküle, die ein oder mehrere 
gemeinsame Epitope mit bPAG-1 teilen und welche früher in Trophoblastenzellen 
exprimiert und in die maternale Blutbahn sezerniert werden (GREEN et al. 2000, AYAD 
et al. 2007).  
Auch die parallele Anwendung des RIA-497 und RIA-706 durch LÓPEZ-GATIUS et al. 
(2007b) ergab einen signifikant höheren Anteil an falsch negativen Ergebnissen bei 
Verwendung des RIA-497 (5,3% vs. 0,8%). Die Anwendung des RIA-497 (ZOLI et al. 
1991, ZOLI et al. 1992b) bei 352 Kühen zwischen dem 28. und 60. Tag p.i. durch 
ENGELKE (2014), ergab im Vergleich zur TUS-Untersuchung als GS eine SEN von 
96,6% bei einer SPE von 91,9%. 
Neben den RIAs wurden qualitative und quantitative ELISAs entwickelt. Der erste seit 
2003 von der amerikanischen Firma Biotracking LCC kommerziell vertriebene 
semiquantitative ELISA namens BioPryn® wurde von Dr. R. Garth Sasser 1992 
entwickelt. Der Test weist das PSPB (BUTLER et al. 1982, SASSER et al. 1986) ab dem 
28. Tag (dabei min. 73 Tage p.p.) im Blut tragender Rinder nach (BioTracking Inc., 
Moscow, ID, USA). Eine Studie von HOWARD et al. (2007) ergab eine SEN von 100% 
und eine SPE von 87,8% bei einer BioPryn®-Testdurchführung bei insgesamt 336 Kühen 
zwischen dem 30. und 36. Tag p.i. im Vergleich mit einer darauffolgenden TUS zwischen 
dem 37. und 43. Tag. Es wurden 20 nicht tragende Kühe fälschlicherweise als tragend 
diagnostiziert aufgrund eines aufgetretenen späten Embryonenverlustes. Die Spezifität 
ist laut HOWARD et al. (2007) immer niedriger als die Sensitivität und hängt von variabel 
auftretenden SEM-Raten und vom Zeitpunkt der jeweiligen Beprobung p.i. ab. ROMANO 
und LARSON (2010) erhielten in ihrer Studie mit insgesamt 246 Kühen bei einer 
BioPryn®-Testung am 28. Tag p.i. eine SEN von 93,9% und eine SPE von 95,5%. Laut 
einer Studie von GÁBOR et al. (2007) ist BioPryn® für die Erkennung und Vorhersage 
einer SEM nützlich. Bei der Untersuchung von 8118 Blutproben aus drei ungarischen 
Kuhherden traten 710 (17,4%) SEMs auf. 31,8% bzw. 62,5% davon konnten mittels 
BioPryn® detektiert werden, sofern der Bereich für eine mögliche SEM/FM 0 bis 30% bzw. 
0 bis 10% oberhalb des vom Hersteller angegeben Grenzwertes lag. Auch BREED et 
al. (2009) beobachteten bei 571 per BioPryn® als tragend klassifizierten Kühen, dass 30 
hiervon per manueller Untersuchung als nicht tragend diagnostiziert wurden. Auffällig war 
hier, dass die gemessene Optische Dichte (OD) bei Tieren, welche übereinstimmend als 
tragend klassifiziert wurden, signifikant höher ausfiel (0.31 ± 0.01) im Vergleich zu den 
30 per manueller transrektaler Untersuchung als nicht tragend diagnostizierten Kühen mit 




Im Jahre 2005 entwickelten GREEN et al. einen quantitativen Sandwich-ELISA, der 
insgesamt drei monoklonale Anti-PAG Antikörper in der festen Phase enthält, die jeweils 
verschiedene Teilmengen an PAGs erfassen (bPAG-4, -6, -7, -16, -20, -21). Ziel von 
GREEN et al. (2005) war es, ein Nachweisverfahren zu entwickeln, welches PAGs, die 
in der frühen Trächtigkeit in den binukleären Zellen gebildet werden, nachweist. Zudem 
dürften diese PAGs in der postpartalen Periode nicht mehr vorhanden sein bzw. eine 
relativ geringe Halbwertszeit (HWZ) besitzen, um dem Problem von falsch positiven 
Ergebnissen bei früh, innerhalb der ersten zwei Monate nach der Geburt wieder 
besamten und tragenden Tieren zu entgehen (ZOLI et al. 1992b, MIALON et al. 1993). 
Wie bei den bis dahin entwickelten RIAs war die PAG-Detektion ab dem 28 Tag p.i. 
möglich. Die nachgewiesenen PAGs wurden mit einer durchschnittlichen HWZ von 
4,3 Tagen aus dem maternalen Blut eliminiert, im Gegensatz zu Halbwertszeiten von 8,4 
(KIRACOFE et al. 1993) und 10,1 Tagen (SOUSA et al. 2003) aus vorherigen Studien. In 
38 von 40 Kühen waren in der achten Woche p.p. keine PAG mehr nachweisbar (GREEN 
et al. 2005).  
SILVA et al. (2007) untersuchten mit diesem ELISA insgesamt 1079 HF-Kühe am 27. Tag 
nach der Besamung. Die Kühe befanden sich alle mindestens 100 Tage p.p.. Es konnte, 
im Vergleich zur transrektalen Untersuchung als GS eine SEN von 96,8% und eine SPE 
von 91,7% aus Testergebnissen von Erstbesamten erreicht werden, wobei sich diese auf 
98,9% bzw. 97,3% bei Testergebnissen nur aus Drittbesamungen erhöhten. In einer 
Studie von SINEDINO et al. (2014) zur Untersuchung zweier unterschiedlicher 
Resynchronisationsprogramme in Milchkuhherden ergab sich bei Anwendung des von 
GREEN et al. (2005) beschriebenen ELISAs im Zeitraum vom 28. bis zum 30. TT eine 
SEN von 96,1% und eine SPE von 90,7%.  
Ein qualitativer Sandwich-ELISA, welcher ab dem 25. TT angewendet werden kann, 
wurde 2009 von GREEN et. al entwickelt. Im Gegensatz zu den bisher entwickelten 
PSPB- (SASSER et al. 1986) und PAG-ELISAs (GREEN et al. 2005, SILVA et al. 2007) 
wurde hier ein laborungebundener Test entwickelt, welcher innerhalb von 90 min ein 
Ergebnis in Form einer blauen Farbentwicklung bei Vorhandensein von PAG in der Blut- 
bzw. Plasmaprobe liefert. Die Validierung des qualitativen Tests mit insgesamt 1010 
Blutproben von Milch- und Fleischkühen/-färsen verschiedener Rassen ergab für die 
Fraktion der Milchkühe und Färsen eine SEN von 99.8 ± 0.2%, eine SPE von 91.7 ± 1.4% 
bei einem NPW von 99.7 ± 0.3% (GREEN et al. 2009). Einzig der PPW unterschied sich 
zwischen den Färsen und Kühen (96.5 ± 1.4% vs. 90.5 ± 1.7%). Der Wert fiel in den 
Milchkühen vergleichsweise niedriger aus, was in einer höheren Rate an 
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Embryonalverlusten begründet liegt (SANTOS et al. 2004). Die Ergebnisse der Validation 
korrelieren mit den Ergebnissen von SILVA et al. (2007) aufgrund der gleichen Methodik 
und gleichen Antikörperverwendung, die von GREEN et al. (2005) anhand des 
qualitativen ELISAs beschrieben wurde.  
Auf der Grundlage des RIA-497 (ZOLI et al. 1992b) entwickelten FRIEDRICH und HOLTZ 
(2010) einen weiteren quantitativen ELISA. Dieser Test weist PAG ab dem 28. TT im 
Serum nach. Der Test zeigte in einer Vergleichsstudie mit TUS-Ergebnissen in 197 
Kühen keine signifikanten Unterschiede zu dem parallel angewendeten BioPryn® ELISA 
(SASSER et al. 1986). Die SEN betrug 97,8% bzw. 98%, die SPE 91,2% bzw. 97,1%, 
der PPW 97,8% bzw. 99,3% und der NPW 91,2% bzw. 91,9% (PIECHOTTA et al. 2011). 
Neben dem Nachweis von PAG in Blut tragender Wiederkäuer ist auch der nichtinvasive 
Nachweis in der Milch möglich. TAINTURIER et al. (1996) und METELO et al. (2002) 
berichteten erstmals hierüber. Sie wiesen eine Konzentration von 0,1 - 0,3 ng/ml bis zum 
70. TT in Kuhmilch nach, welches die Methode für eine zuverlässige 
Trächtigkeitsdiagnose zunächst ausschloss. Auch der von FRIEDRICH und HOLTZ 
(2010) entwickelte PAG-ELISA wies ab dem 150.TT in Milch tragender Kühe 
PAG-Konzentrationen nach, die jedoch nur 3,2% der PAG-Konzentration in Blut 
tragender Kühe ausmachten. Untersuchungen mit Ziegen zeigten auf, dass die 
PAG-Konzentration im Ziegenblut 10-mal höher vorliegt als in deren Milch (GONZÁLEZ 
et al. 2000). Aufgrund der Konzentrationszunahme während des Trächtigkeitsverlaufes 
ist eine verlässliche Trächtigkeitsdiagnose ab dem 21. TT im Blut (GONZÁLEZ et al. 
1999) und ab dem 32. TT in der Milch (GONZÁLEZ et al. 2001) tragender Ziegen möglich. 
Der zuverlässige Trächtigkeitsnachweis mittels PAG-Detektion in Milch tragender Schafe 
ist ebenfalls ab dem 28. TT möglich (EL AMIRI et al. 2015).  
Weitere Untersuchungen zum PAG-Nachweis in Milch tragender Kühe mittels einem 
heterologen RIA, der anti-cPAG55+62kDa (GARBAYO et al. 1998) als Antiserum verwendet, 
lieferte im Vergleich zu dem parallel durchgeführtem bPAG67kDa-RIA (RIA-497) eine 
durchschnittlich höhere SEN von 92% im Vergleich zu einer SEN von 64% bei 
Verwendung des RIA-497 (GAJEWSKI et al. 2008). Die PAG-Konzentrationen in der 
Milch betrugen in dieser Studie 4,5% bis 16,7% von der PAG-Konzentration im Blut 
(GAJEWSKI et al. 2008). Eine Studie von GAJEWSKI et al. (2014) zum Vergleich des 
PAG-Nachweises in Milch und Blut tragender Kühe mittels des heterologen RIA-706 
(cPAG55+62kDa) ergab, dass eine sichere Trächtigkeitsdiagnose ab der fünften 
Trächtigkeitswoche gewährleistet ist. Ab diesem Zeitpunkt betrugen die SEN und SPE 




PAG-Konzentration 9,2-mal niedriger in Milch, zwischen dem 70. und 115. TT 14,8-mal 
niedriger.  
Aktuell wird der semiquantitative ELISA IDEXX Milk Pregnancy Test (IDEXX 
Laboratories, Inc, Westbrook, ME, USA) kommerziell vertrieben. Der Test ist ab dem 
28. Tag p.i. bei Kuh und Ziege anwendbar und wird hierzulande meist von den 
Landeskontrollverbänden als zusätzliche Option zur monatlichen Milchleistungsprüfung 
mit angeboten. Eine Validierung des IDEXX Milk Pregnancy Test unter Feldbedingungen 
mit insgesamt 683 ausgewerteten Proben durch LEBLANC (2013) ergab eine SEN von 
99.2% und eine SPE von 95.5%. Dabei waren alle tragenden Kühe durchschnittlich 
140 ± 49 Tage lang tragend, alle nicht tragenden Kühe befanden sich im Durchschnitt 
153 ± 83 Tage nach der Besamung. LAWSON et al. (2014) erhielten bei einer 
Untersuchung von Milchproben von 119 Kühen im Zeitraum von 33 bis 52 Tagen p.i. eine 
Genauigkeit von 99%. Eine andere Studie erreichte bei Anwendung des IDEXX Milk 
Pregnancy Test in Milch von 332 Mutterkühen welche sich 37 bis 125 Tage nach der 
Belegung befanden, eine SEN von 99,7% und eine SPE von 80,8%. Laut Autor liegt die 
geringe SPE in der niedrigen Prävalenz (n=30) nicht tragender Kühe begründet 
(ROBERTS et al. 2015).  
Neben diesem Milchtest werden von IDEXX Laboratories, Inc. noch zwei weitere 
Trächtigkeitstests vertrieben. Zum einen der IDEXX Bovine Pregnancy Test (IDEXX 
Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA), der PAG in Blutproben von tragenden Kühen 
und Ziegen ab dem 28. Tag, von tragenden Wasserbüffeln ab 30 Tagen und von Schafen 
ab 35 Tagen nach der Besamung/Belegung nachweist. Zum anderen wird seit Ende 2013 
der IDEXX Visual Pregnancy Test (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) 
vertrieben, wobei es sich hierbei um ein laborungebundenes ELISA-Testkit handelt, 
welcher vor Ort innerhalb von 2,5 Stunden ein visuell abzulesendes Ergebnis liefert. 
Voraussetzung für alle drei Tests ist, dass sich die Kuh zum Zeitpunkt der Probennahme 
mindestens 60 Tage p.p. befindet, um eine Interferenz mit Rest-PAGs der 
vorhergehenden Trächtigkeit sicher auszuschließen.  Die Mikrotiterplatten der drei 
ELISA-Tests sind jeweils mit monoklonalen anti-PAG-Antikörpern beschichtet, welche 
gegen eine PAG-55-Proteinfraktion gerichtet sind, welche PAG-4, -6, -9, -16, -18, und -19 
beinhalten (MATHIALAGAN et al. 2009). Nach Inkubation und Bindung des in der Probe 
enthaltenen PAGs in der festen Phase wird es mittels PAG-spezifische Antikörper 
(Detektor-Lösung) und Meerrettich-Peroxidase-Konjugat detektiert. Überschüssiges 
Konjugat wird weggewaschen und 3, 3′, 5, 5′-Tetramethylbenzidin(TMB)-Substrat wird 
hinzugegeben. Es erfolgt eine Farbenwicklung proportional zu der Menge des in der 
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Probe enthaltenen PAGs, welche im Falle des IDEXX Milk- und IDEXX Bovine Pregnancy 
Tests unter Verwendung eines Spektrophotometers gemessen wird und die Ergebnisse 
aus der erhaltenen OD berechnet werden (IDEXX Laboratories, Inc. 2013b, RICCI et al. 
2015). Im Falle des IDEXX Visual Pregnancy Tests wird die Farbentwicklung rein visuell 
von der testdurchführenden Person beurteilt.  
In einer Studie von RICCI et al. (2015) zur Untersuchung von Einflussfaktoren auf die 
PAG-Konzentration in Milch und Plasma während der frühen Trächtigkeit und deren 
Einfluss auf die Genauigkeit der Trächtigkeitsdiagnose wurden der IDEXX Bovine 
Pregnancy Test und der IDEXX Milk Pregnancy Test parallel angewandt. Am 32. Tag p.i. 
ergab sich im Vergleich zur TUS-Untersuchung für die Testdurchführung mit insgesamt 
135 Plasma- und Milchproben eine SEN von 100% bzw. 98% und eine SPE von 87% 
bzw. 83%. Die PAG-Plasmaprofile stimmten mit dem Milchprofil überein, jedoch war die 
Plasmakonzentration durchschnittlich zweimal höher als in der Milch. ENGELKE (2014) 
führte ebenfalls Untersuchungen zur Eignung dieser blut- bzw. milchbasierten 
semiquantitativen PAG-ELISAs zur Trächtigkeitsdiagnose durch. Sie erhielt bei 
Auswertung nach Herstellerangaben eine SEN von 96,5% und eine SPE von 92,6% bei 
Verwendung des IDEXX Bovine Pregnancy Tests in 343 Kühen, welche zwischen dem 
28. und 60. Tag p.i. mittels TUS als GS untersucht wurden. 326 Milchproben wurden 
mittels des IDEXX Milk Pregnancy Test untersucht im Vergleich zur TUS-Untersuchung 
als GS. Es wurde eine SEN von 97,3% und eine SPE von 93,5% erreicht (ENGELKE 
2014). Der IDEXX Bovine Pregnancy Test erreichte in der Studie von ROBERTS et al. 
(2015) in 289 Mutterkühen eine SEN von 100% bei einer SPE von 90%.  
In Nordamerika sind derzeit die drei genannten IDEXX-ELISAs (IDEXX Laboratories, Inc., 
Westbrook, ME, USA), der obengenannte ELISA BioPryn® (BioTracking Inc., Moscow, 
ID, USA) und der Test DG29™ (Conception Animal Reproduction Technologies, 
Beaumont, QC, CA) kommerziell erhältlich. Der DG29™-Trächtigkeitstest wurde in einer 
Studie von KAREN et al. (2015) mit einem PAG-RIA verglichen. Es wurde eine SEN von 
90,2% und eine SPE von 98,3% bei Testdurchführung am 28.TT in 100 HF-Kühen im 
Vergleich zur TUS-Untersuchung als GS erreicht. In Deutschland werden die 
Testsysteme von IDEXX Laboratories, Inc. ebenfalls vertrieben neben dem blutbasierten 
laborungebundenen Fassisi® Bovipreg (Fassisi, Gesellschaft für Veterinärdiagnostik und 
Umweltanalysen mbH, Göttingen, DE) im Schnelltestformat, welcher ab dem 30. TT 




PAG-Expression und PAG-Konzentrationen im Trächtigkeitsverlauf  
Die bovinen trächtigkeitsassoziierten Glykoproteine zeigen eine große Variationsbreite in 
ihrem räumlichen und zeitlichen Expressionsmuster (WALLACE et al. 2015). Erste 
Untersuchungen durch WOODING et al. (2005) zeigten mittels in-situ-Hybridisierung die 
Variationsbreite der zellspezifischen Expression (mono- vs. binukleäre Zellen) und ihrer 
Lokalisation nach Sekretion (uterines Stroma vs. Mikrovilli-Verbindung). Zudem konnte 
durch TOUZARD et al. (2013) gezeigt werden, dass die meisten modernen PAGs in den 
Kotyledonen gebildet werden im Vergleich zur interkotyledonären Region, wo die meisten 
alten PAGs nachgewiesen wurden. In Abhängigkeit vom Trächtigkeitsstadium existieren 
unterschiedliche Expressionsmuster der einzelnen PAGs (GREEN et al. 2000, PATEL et 
al. 2004b, TELUGU et al. 2009, TOUZARD et al. 2013). PATEL et al. (2004b) zeigten 
auf, dass das bPAG-9 vermehrt am Anfang der Trächtigkeit exprimiert wird, wohingegen 
das bPAG-1 in den letzten zwei Trimestern der Trächtigkeit ein hohes 
Transkriptaufkommen aufzeigt. TELUGU et al. (2009) beschrieben für bPAG-8, -11 
und -12 am Tag 45 p.i. das höchste Transkriptaufkommen, wohingegen das bPAG-2 im 
letzten Drittel der Trächtigkeit sein Konzentrationshoch erreicht. Das bPAG-10 erreicht 
seine Maximalkonzentration zum Zeitpunkt des Partus. Unabhängig hiervon war das 
Transkriptaufkommen von bPAG-2 insgesamt 100-mal höher als das von bPAG-12 und 
fünfmal höher als die anderen untersuchten bPAG-8, -10 und -11 (TELUGU et al. 2009).  
Je nach verwendetem Testverfahren werden unterschiedliche PAG-Konzentrationen 
nachgewiesen. Unter der Berücksichtigung von individuellen Konzentrations-
schwankungen in der frühen Trächtigkeit (HUMBLOT 2001, PERÉNYI et al. 2002a) ist 
eine sichere Trächtigkeitsdiagnose ab dem 26. bis 30. TT möglich (SASSER et al. 1986, 
HUMBLOT et al. 1988b, ZOLI et al. 1992b, MIALON et al. 1993, GREEN et al. 2005, 
LAWSON et al. 2014). Es kommt zunächst bis zur fünften Trächtigkeitswoche zu einem 
transienten Anstieg der PAG-Konzentration im maternalen Blut bzw. in der Milch, dem 
ein transienter Konzentrationsabfall von ungefähr der fünften bis zur achten Woche folgt 
(MIALON et al. 1993, GREEN et al. 2005, THOMPSON et al. 2010, GIORDANO et al. 
2012, MERCADANTE et al. 2013, RICCI et al. 2015). Daraufhin kommt es zu einer 
erneuten langsamen Konzentrationserhöhung bis zwei Wochen ante partum, die in einem 
steilen Konzentrationsanstieg zur Geburt endet (SASSER et al. 1986, ZOLI et al. 1992b, 
MIALON et al. 1993, PATEL et al. 1997, GREEN et al. 2005, SHAHIN et al. 2014). 
LAWSON et al. (2014) beobachteten in ihrer Studie einen transienten 
PAG-Konzentrationsabfall von der siebten bis zur 11. Trächtigkeitswoche. Die in dieser 
Literaturübersicht 
34 
Studie als fraglich bewerteten Probenergebnisse aus Milch und Blut stammen aus 
diesem Beprobungszeitraum.  
RICCI et al. (2015) empfehlen vor dem Hintergrund des Konzentrationsabfalls zwischen 
der fünften und achten Woche zur Vermeidung falsch negativer Ergebnisse eine 
Probennahme zum 32. TT. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich die PAG-Konzentration auf 
ihrem ersten frühen Höhepunkt, bevor es zur temporären Konzentrationsabnahme 
kommt. Aufgrund von möglichen Trächtigkeitsverlusten empfehlen RICCI et al. (2015) 
eine nochmalige Beprobung ab dem 74. TT, also dann, wenn die PAG-Konzentration ihr 
Konzentrationstief vom 53. TT bis zum 60. TT (Plasma) bzw. vom 46. TT bis zum 67. TT 
(Milch) durchlaufen hat.  
Vom Zeitpunkt der Geburt an kommt es zu einer transienten Konzentrationsabnahme des 
PAGs im maternalen Blut. Hier wurden in Abhängigkeit vom jeweilig verwendeten 
Testverfahren postpartale Halbwertszeiten von 4,3 bis 10,1 Tagen beschrieben 
(SASSER und RUDER 1987, KIRACOFE et al. 1993, MIALON et al. 1993, SOUSA et al. 
2003, GREEN et al. 2005, HAUGEJORDEN et al. 2006). Des Weiteren variiert die HWZ 
des PAGs laut KLISCH et al. (2006) in Abhängigkeit vom Trächtigkeitsstadium. Im 
Gegensatz zum postpartalen Zeitraum wurden während experimenteller 
Trächtigkeitsabbrüche Halbwertszeiten von 2,7 bis 7 Tagen beschrieben (SEMAMBO et 
al. 1992, SZENCI et al. 2003). POHLER et al. (2013) beschrieben nach induziertem 
Trächtigkeitsabbruch mit PGF2α zwischen dem 32. und 36. TT eine HWZ von 35,8 ± 21,9 
Stunden. Die Glykosylierung der PAG-Proteine hat laut KLISCH et al. (2006) 
entscheidenden Einfluss auf die HWZ der Proteine im Serum. Änderungen im 
Glykosylierungsmuster könnten für die unterschiedlichen Halbwertszeiten verantwortlich 
sein. Zudem könnten die unterschiedlichen Halbwertszeiten in den unterschiedlichen 
Testverfahren der bisherigen Studien begründet liegen (KLISCH et al. 2006). 
Untersuchungen mittels des IDEXX Milk- und Bovine Pregnancy Tests (IDEXX 
Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) von RICCI et al. (2015) offenbarten, das 
eingetretene Trächtigkeitsverluste erst mit einer Verzögerung von sieben bis 14 Tagen 
detektiert werden konnten, indem erst dann die PAG-Konzentration unter dem Grenzwert 
abgefallen war. GIORDANO et al. (2012) beobachteten mittels gleichem Testverfahren 
nach Abortinduktion am 39. TT mittels PGF2α oder intrauteriner Infusion hypertoner 
Kochsalzlösung, dass die Serum-PAG-Konzentration nach fünf bis sieben Tagen auf 
Basalwerte absank. Aufgrund sehr hoher PAG-Konzentrationen zum Zeitpunkt der 




unter die jeweilige Nachweisgrenze fallen (SASSER et al. 1986, ZOLI et al. 1992b, 
KIRACOFE et al. 1993) 
PAG-Funktionen 
Trotz drei Jahrzehnte langer Forschung sind die Funktionen der trächtigkeitsassoziierten 
Glykoproteine noch weitgehend unbekannt. In Abhängigkeit von ihrer Lokalisation nach 
ihrer Sekretion durch ein- und/oder zweikernigen Trophoblastenzellen gibt es 
unterschiedliche Hypothesen hinsichtlich ihrer möglichen Aufgabe im Organismus. Die 
phylogenetisch ältere bPAG-2 Gruppe, welche sich nach Sekretion an der 
Mikrovilli-Verbindung zwischen Trophoblast und Uterusepithel anreichert, ist in den 
Bereichen, wo der Kontakt zwischen Plazenta und Uterus weniger ausgeprägt ist, wie in 
den Areolae der Schweineplazenta oder den interkotyledonären Bereichen beim 
Wiederkäuer, nur schwach oder gar nicht exprimiert (WOODING et al. 2005). Die 
Abwesenheit an diesen Stellen stützt laut WOODING et al. (2005) die Hypothese, dass 
diese PAGs möglicherweise eine adhäsive Funktion zwischen Uterus und Plazenta 
einnehmen.  
Die proteolytische Aktivität von bPAG-2 und -12 im sauren pH-Wert Bereich (TELUGU et 
al. 2010) lässt laut den Autoren vermuten, dass die PAGs im neutralen Bereich eine 
adhäsive Funktion wahrnehmen und bei pH-Wert Veränderungen in den sauren Bereich 
hinein zum Zeitpunkt der Geburt durch proteolytische Aktivitäten die Herauslösung der 
Kotyledonen aus den Karunkelkrypten fördern. Hinsichtlich der proteolytischen Aktivität 
besteht weiterhin die Hypothese der Wachstumsfaktoren-Aktivierung bzw. der 
Inaktivierung von Wachstumsfaktoren-Bindungsproteinen durch PAGs (MUNGER et al. 
1998, RIFKIN et al. 1999, MOUSSAD et al. 2002).  
Die moderne bPAG-1-Gruppe wird von den zweikernigen Trophoblastenzellen produziert 
und reichert sich nach Sekretion im uterinen Stroma an bzw. erreicht die maternale 
Blutbahn und bildet die Grundlage der bis dato entwickelten PAG-Nachweisverfahren zur 
Trächtigkeitsdiagnose in Wiederkäuern (WOODING et al. 2005, WALLACE et al. 2015). 
Verschiedene Untersuchungen stützen die Hypothese einer immunmodulatorischen 
Funktion dieser Gruppe. DOSOGNE et al. (1999, 2000) bringen die postpartal 
herabgesetzte oxidative Kapazität von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten im 
Zusammenhang mit in hoher Konzentration vorliegenden PAGs in diesem Zeitraum. Eine 
Inhibition der Mitogen-induzierten Lymphozytenblastogenese durch PSPB wurde in einer 
in vitro-Studie von DUNBAR et al. (1990) nachgewiesen. Die Autoren sprechen dem PAG 
eine lokale immunsuppressive Rolle zu, die möglicherweise zur Trächtigkeits-
aufrechterhaltung beiträgt. In vitro-Studien im Jahre 1999 offenbarten, dass die 
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hämatopoetische Zellproliferation durch PAG-Behandlung erhöht wird (HOEBEN et al. 
1999) und durch PAG-Zugabe eine Erhöhung des granulocyte chemotactic protein 2 
(GCP-2) in endometrialer Zellkultur stattfindet (AUSTIN et al. 1999). In einer Studie von 
MATHIALAGAN und HANSEN (1996) zeigte sich die PAG-Bindung an Serpine, welche 
ihrerseits eine immunmodulatorische Funktion besitzen (SKOPETS et al. 1995, LIU et al. 
1999, PELTIER et al. 2000).  
Neben der vermuteten immunmodulatorischen Funktion wird eine luteotrope Wirkung der 
PAG-1-Gruppe vermutet. Erste Studien zur Untersuchung der PAG-Wirkung auf die 
Prostaglandinsekretion kultivierter endometrialer Zellen offenbarten, dass das PAG eine 
Erhöhung des Prostaglandin-2 (PGE) bewirkt (DEL VECCHIO et al. 1990). Das PGE 
seinerseits wirkt luteoprotektiv und luteotrop (GIMENEZ und HENRICKS 1983) und 
erhöht die P4-Konzentration der Lutealzellen (DEL VECCHIO et al. 1995b). PAG konnte 
in den Untersuchungen von DEL VECCHIO et al. (1995a) keine Erhöhung der 
P4-Konzentration in Lutealzellkulturen bewirken. Die Arbeitsgruppe WEEMS et al. (1998) 
konnten jedoch einen Konzentrationsanstieg in Gelbkörpern vom 14. Zyklustag, welche 
vier und acht Stunden mit PAG inkubiert wurden, verzeichnen. 200 Tage alte Gelbkörper 
zeigten nur nach vier Stunden Inkubationszeit eine erhöhte P4-Sekretion. Auch 
kultiviertes plazentares Gewebe vom Schaf, welches älter als 50 TT war, zeigte eine 
durch PAG regulierte PGE-Sekretion (WEEMS et al. 2003). Laut DEL VECCHIO et al. 
(1996) ist PAG ein Regulator der lutealen Prostaglandinsekretion und hat eine indirekte 
Rolle in der Aufrechterhaltung der Trächtigkeit, indem es die PGE-Sekretion als 
Schlüsselkomponente reguliert.  
In Hinblick auf die hohe PAG-Diversität ist es naheliegend, dass die Glykoproteine neben 
den hier dargestellten Hypothesen weitere Rollen in der Plazentaentwicklung 
und -funktion einnehmen. 
PAG-Einflussfaktoren 
Faktoren mütterlicherseits und vom Konzeptus ausgehend beeinflussen die 
bPAG-Konzentration während der Trächtigkeit. Höhere bPAG-Konzentrationen zum 
Zeitpunkt der Geburt wurden von MIALON et al. (1993) in Kühen der Rasse Charolais 
gemessen im Vergleich zu der Rasse HF und Normande. Die Charolaiskälber brachten 
zur Geburt ein durchschnittliches Mehrgewicht von fünf Kilogramm auf, welches eine 
größere Plazenta und somit laut MIALON et al. (1993) eine größere Anzahl an 
zweikernigen Zellen erklären könnte. Dies wiederum würde die höhere PAG-Menge zum 
Zeitpunkt der Geburt erklären. GUILBAULT et al. (1991) wiesen ebenfalls 




Zeitpunkt der Geburt nach, welche jedoch beide reinrassige, per Embryotransfer 
erzeugte HF-Feten enthielten. Die vergleichsweise in HF-Kühen niedrigeren 
Maximalkonzentrationen waren hier jedoch mit einem höheren Kalbegewicht assoziiert. 
MIALON et al. (1993) stellten in dieser Hinsicht die Hypothese auf, dass die 
bPAG-Konzentration negativ mit dem jeweiligen Kuhgewicht korreliert. Das Gewicht der 
HF-Kühe (assoziiert mit niedrigeren Konzentrationen) war in der Studie von GUILBAULT 
et al. (1991) höher als das der Hereford-Kühe. Auch die Normande- und HF-Kühe in der 
Studie von MIALON et al. (1993) besaßen ein größeres Gewicht als die Charolais-Kühe. 
Dieser Effekt könnte laut MIALON et al. (1993) in unterschiedlichen 
PAG-Metabolisierungsraten zwischen Fleisch- und Milchkühen begründet liegen.  
Des Weiteren wurde von verschiedenen Autoren beobachtet, dass das Geschlecht des 
Kalbes Einfluss auf die bPAG-Konzentration zur Geburt hat (GUILBAULT et al. 1991, 
ZOLI et al. 1992b, THOMPSON et al. 2010). Männliche Kälber sind mit einer höheren 
bPAG-Menge assoziiert, welches laut den Autoren aufgrund der höheren Körpermasse 
in einer größeren Plazenta begründet liegt. In dieser Hinsicht korreliert eine 
Mehrlingsträchtigkeit mit einer signifikant höheren bPAG-Maximalkonzentration zum 
Zeitpunkt der Geburt (DOBSON et al. 1993, PATEL et al. 1997, ECHTERNKAMP et al. 
2006, LÓPEZ-GATIUS et al. 2007a, SERRANO et al. 2009, GARCIA-ISPIERTO et al. 
2013). 
Im Jahre 2009 untersuchten SERRANO et al. verschiedene Faktoren und ihren Einfluss 
auf die PAG-1-Konzentration in 87 tragenden Kühen. Bis zum 210. TT wurden die Kühe 
zweier hochleistender (Ø 10.900 kg) HF-Herden in Nordost-Spanien wiederholt per 
TUS- bzw. manueller transrektaler Befundung bei paralleler Blutprobenentnahme 
untersucht. Die PAG-Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels des RIA-706 (PERÉNYI 
et al. 2002b). In dieser Studie hatten das Geschlecht des Kalbes, die Milchleistung des 
Muttertieres zum Zeitpunkt der Trächtigkeitsdiagnose, die Laktationsnummer, die 
Plasma-P4-Konzentration und die Herde keinen signifikanten Einfluss auf die 
PAG-1-Konzentrationen. Hingegen gingen Zwillingsträchtigkeiten, die Verwendung von 
Limousin-Besamungsbullen und eine Konzeption während der kühleren Jahreszeit mit 
einer signifikant höheren PAG-1-Konzentration einher (SERRANO et al. 2009). 
SERRANO et al. (2009) schlussfolgerten, dass das Wohlergehen der Kühe während der 
frühen Plazentaentwicklung und Kreuzungsträchtigkeiten die PAG-1-Konzentration 
positiv beeinflussen. Auch GARCIA-ISPIERTO et al. (2013) wiesen höhere 
PAG-2-Konzentrationen im Falle von Zwillingsträchtigkeiten und Trächtigkeiten 
resultierend aus Besamungen in der kühlen Jahreszeit nach. Im Gegensatz zu den 
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Untersuchungen von SERRANO et al. (2009) wiesen LÓPEZ-GATIUS et al. (2007b) bei 
Untersuchungen im Trächtigkeitszeitraum vom 35. bis zum 63. TT in insgesamt 80 
hochleistenden trächtigen HF-Kühen (Ø 40,6 kg) einen negativen Einfluss der 
Milchproduktion am 63. Tag nach. Sie beobachteten eine PAG-Konzentrationsabnahme 
um 0,08-0,1 ng/ml pro Kilogramm produzierter Milch. Auch RICCI et al. (2015) wiesen 
diese negative Korrelation in Blut als auch in Milch tragender Kühe nach. Dadurch kann 
laut RICCI et al. die abnehmende Plasma-PAG-Konzentration nicht durch eine erhöhte 
PAG-Sekretion in die Milch erklärt werden, wie es 2007 von LÓPEZ-GATIUS et al. in 
Betracht gezogen wurde. RICCI et al. (2015) vermuten eine geringere PAG-Produktion 
seitens der Plazenta aufgrund eines verringerten Embryonenwachstums im Falle einer 
erhöhten Metabolisierungsrate von P4 in hochleistenden Milchkühen 
(SANGSRITAVONG et al. 2002). Die Herde, die Laktationsnummer und die 
P4-Konzentration hatten in der Studie von LÓPEZ-GATIUS et al. (2007b) wie bei 
SERRANO et al. (2009) keinen Einfluss auf die PAG-Menge. Zwillingsträchtigkeiten 
gingen mit fortschreitender Trächtigkeit mit höheren PAG-Mengen einher. Zudem konnte 
ein väterlicher Effekt in Form von signifikanten Konzentrationsunterschieden zwischen 
den insgesamt 10 verwendeten HF-Besamungsbullen beobachtet werden (LÓPEZ-
GATIUS et al. 2007b).  
Untersuchungen zum Einfluss des väterlichen Genotyps auf die 
Plasma-PAG-Konzentration ergab bei Verwendung von Brahmanbullen im Vergleich zu 
Angusbullen, dass die Glykoprotein-Menge in von Brahmanbullen tragenden Kühen 
höher war (MERCADANTE et al. 2013). Auch KIRACOFE et al. (1993) beschrieben einen 
signifikanten Einfluss des Besamungsbullen auf die PAG-Menge, wohingegen die in der 
Studie untersuchten Faktoren Geburtsgewicht, Geschlecht des Kalbes, Kuhgewicht, 
Body Condition Score (BCS) und Gewichtsveränderung der Kuh die PAG-Konzentration 
nicht beeinflussten.  
Im Gegensatz zu den Ergebnissen von SERRANO et al. (2009) und LÓPEZ-GATIUS et 
al. (2007b) wiesen RICCI et al. (2015) einen Einfluss der Laktationsnummer nach. 
Primipare Kühe wiesen höhere Plasma- und Milch-PAG-Konzentrationen 
als multipare Kühe auf. Auch LOBAGO et al. (2009) wiesen in Färsen 
vergleichsweise höhere Konzentrationen nach. Zudem wurden höhere Konzentrationen 
in HF x Borana-Kreuzungskühen und Kühe mit vergleichsweise niedrigerer Körpermasse 
beobachtet, wie ebenfalls zuvor von MIALON et al. (1993) und GUILBAULT et al. (1991) 




von LOBAGO et al. (2009) höhere Konzentrationen in Kühen mit weiblichen Feten und 
Feten mit vergleichsweise geringerer Masse beobachtet.  
Eine Studie von GARCIA-ISPIERTO et al. (2015) zur Untersuchung des Einflusses der 
Kreuzungszucht auf die Plasma-P4-, die PAG- und auf die Prolaktinkonzentration 
während der Trächtigkeit in Neospora caninum-seropositiven Kühen ergab höhere 
PAG-1 Konzentrationen in HF-Kühen, welche mit einem Limousin-Bullen besamt wurden 
und in HF-Kühen, welche per Embryotransfer ein Fetus der Fleischrasse Galicisches 
Blondvieh enthielten im Vergleich zu HF x HF Kreuzungen und Galicisches 
Blondvieh-Kreuzungen. Insgesamt 39% der insgesamt 74 beprobten Kühe waren 
Neospora caninum-seropositiv. Im Gegensatz zur PAG-1-Konzentration, die durch die 
Seropositivität nicht beeinflusst wurde, zeigten sich in seropositiven Kühen der Rasse 
Galicisches Blondvieh mit einem Fetus gleicher Rasse die höchsten 
PAG-2-Konzentrationen. Die niedrigsten PAG-2-Konzentrationen traten in seropositiven 
HF-Kühen mit einem Fetus gleicher Rasse auf. Die PAG-1-Konzentration wird laut 
GARCIA-ISPIERTO et al. (2015) durch Rasse und fetalen Genotyp beeinflusst, wobei die 
PAG-2-Menge durch chronische Neospora caninum-Infektionen und dem fetalen 
Genotyp beeinflusst wird. 
2.4 Effizienzmaße diagnostischer Tests 
Im Folgenden werden die Effizienzmaße eines Tests anhand der Diagnose einer 
Krankheit beschrieben, das heißt anhand der Diagnose krank/gesund bzw. 
positiv/negativ. Zur Bewertung eines diagnostischen Tests müssen laut KASTELIC 
(2006) die Sensitivität (SEN) und Spezifität (SPE) als Gütekriterien bestimmt werden. Die 
SEN gibt den Anteil der korrekt als positiv/krank erkannten an der Gesamtheit der 
tatsächlich Positiven/Kranken an. Die SPE beschreibt den Anteil der als richtig 
negativ/gesund identifizierten an der Gesamtheit der tatsächlich Negativen/Gesunden 
(ALTMAN und BLAND 1994a).  
Um die SEN (Formel 1) zu erhalten, müssen Individuen beprobt werden, welche ein 
positives Ergebnis liefern (Vergleich mit einem GS), bzw. im Falle der SPE (Formel 2) ein 
negatives Ergebnis liefern (KASTELIC 2006). Des Weiteren werden für die 
Quantifizierung der Genauigkeit eines diagnostischen Tests mitunter folgende 
Gütekriterien angewandt: positiver und negativer prädiktiver Wert (PPW, NPW), positives 
und negatives Wahrscheinlichkeitsverhältnis (positive / negative likelihood ratio ,LR+/LR) 
und die Gesamtgenauigkeit des Tests (GREENHALGH 1997, EUSEBI 2013).  
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Während der Untersuchung eines Tests hat man laut EUSEBI (2013) einen Grenzwert 
bzw. Cut-Off Wert, der das beprobte Individuum als positiv oder negativ klassifiziert und 
einen GS bzw. eine Referenzmethode, welche für dieses Individuum ein positives oder 
negatives Ergebnis liefert. Es ergeben sich somit vier mögliche Testergebnisse: richtig 
positiv (GS: positiv, Test: positiv), falsch positiv (GS: negativ, Test: positiv), falsch negativ 
(GS: positiv, Test: negativ) und richtig negativ (GS: negativ, Test: negativ). Diese 
Ergebnisse werden als a, b, c bzw. d bezeichnet und in eine 2 x 2 Tabelle übertragen, 
einer Vierfeldertafel (siehe Tabelle 1). Mithilfe dieser Werte können die oben genannten 
Kriterien berechnet werden (GREENHALGH 1997, KASTELIC 2006, EUSEBI 2013). 
Tabelle 1: Vierfeldertafel 
Merkmal Goldstandard + Goldstandard - Summe 
Test + 
richtig positiv (RP) 
[a] 
falsch positiv (FP) 
[b] 
a + b 
Test - 
falsch negativ (FN)  
[c] 
richtig negativ (RN)  
[d] 
c + d 
Summe a + c b + d  a + b + c + d  
 
Formel 1: Berechnung der Sensitivität (SEN) 
𝑆𝐸𝑁 =
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑟𝑖𝑐ℎ𝑡𝑖𝑔 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒𝑟 
(𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑟𝑖𝑐ℎ𝑡𝑖𝑔 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒𝑟) + (𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑓𝑎𝑙𝑠𝑐ℎ 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒𝑟)
 
Formel 2: Berechnung der Spezifität (SPE) 
𝑆𝑃𝐸 =
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑟𝑖𝑐ℎ𝑡𝑖𝑔 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒𝑟 
(𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑟𝑖𝑐ℎ𝑡𝑖𝑔 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒𝑟) + (𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑓𝑎𝑙𝑠𝑐ℎ 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒𝑟)
 
 
Die SEN und SPE liefern keine Information über die Wahrscheinlichkeit, mit der der Test 
insgesamt eine korrekte Diagnose liefert. Stattdessen braucht man Vorhersagewerte. 
Dies sind der positive prädiktive Wert (PPW) und der negative prädiktive Wert (NPW), 
welche die Wahrscheinlichkeit, ob ein positives Ergebnis wirklich positiv ist bzw. ob ein 
negatives Ergebnis wirklich negativ ist, definieren (ALTMAN und BLAND 1994b).  
Im Gegensatz zur SEN und SPE basieren der PPW und der NPW auf die Prävalenz einer 




Studie nicht auf andere Studien mit anderen Prävalenzen übertragen werden. Im Falle 
eines Anstiegs der Prävalenz in einer Population steigt der PPW an, und der NPW fällt 
ab (ALTMAN und BLAND 1994b, EUSEBI 2013). Die Formel 3 und 4 beschreiben die 
Berechnung beider Werte nach dem Satz von Bayes (BAYES 1991). 
Formel 3: Berechnung des positiven prädiktiven Wertes (PPW) nach dem Satz von Bayes 
𝑃𝑃𝑊 =
𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 𝑥 𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧
(𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 𝑥 𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧) + (1 − 𝑆𝑝𝑒𝑧𝑖𝑓𝑖𝑡ä𝑡) 𝑥 (1 − 𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧)
 
 
Formel 4: Berechnung des negativen prädiktiven Wertes (NPW) nach dem Satz von Bayes 
𝑁𝑃𝑊 =
𝑆𝑝𝑒𝑧𝑖𝑓𝑖𝑡ä𝑡 𝑥 (1 − 𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧)
𝑆𝑝𝑒𝑧𝑖𝑓𝑖𝑡ä𝑡 𝑥 (1 − 𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧) +  (1 − 𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡) 𝑥 (𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧)
 
 
Die Prävalenz kann als Häufigkeit angesehen werden, mit der eine Krankheit, bevor der 
Test durchgeführt wurde, auftritt (ALTMAN und BLAND 1994b). Laut JAESCHKE et al. 
(1994) ist die Likelihood Ratio ein Gütekriterium, welches sowohl die SEN als auch die 
SPE eines Tests berücksichtigt. Die positive likelihood ratio (LR+) gibt an, wie viel Mal 
wahrscheinlicher ein positives Testergebnis bei Kranken eintritt als bei Gesunden. Im 
Falle der negativen likelihood ratio (LR-), wie viel Mal wahrscheinlicher ein negatives 
Testergebnis bei Kranken eintritt als bei Gesunden (DEEKS und ALTMAN 2004). 
EUSEBI (2013) erklärt in diesem Sinne, dass je weiter LR+ von dem Wert 1 entfernt ist, 
desto stärker ist die Aussagekraft für das Vorliegen einer Krankheit. Die LR- ist 
gewöhnlich kleiner als 1, weil es weniger wahrscheinlich ist, dass ein negatives Ergebnis 
in der erkrankten Population als in der gesunden Population auftritt. Das heißt, je 
niedriger der LR-, desto stärker ist der Beweis für die Abwesenheit der Erkrankung.  
Da SEN und SPE für die Berechnung der likelihood ratio verwendet werden, wird 
ersichtlich, dass auch die likelihood ratio bzw. das Wahrscheinlichkeitsverhältnis 
prävalenzunabhängig sind. Laut BENDER (2001) und JAESCHKE et al. (1994) lässt sich 
mit dem Wahrscheinlichkeitsverhältnis die Güte eines diagnostischen Tests grob 
klassifizieren. Somit geben eine LR+ von >10 und eine LR- von unter 0,1 eine sehr gute 




Formel 5: Berechnung des positiven Wahrscheinlichkeitsverhältnisses/ 





Formel 6: Berechnung des negativen Wahrscheinlichkeitsverhältnisses/ 






Die Genauigkeit eines Tests beschreibt den Anteil der korrekt klassifizierten Individuen 
an der Gesamtpopulation welche getestet wurde (EUSEBI 2013) bzw. welcher Anteil aller 
durchgeführten Test die korrekte Diagnose geliefert hat (GREENHALGH 1997). 
Formel 7: Berechnung der Genauigkeit eines diagnostischen Tests 
𝐺𝑒𝑛𝑎𝑢𝑖𝑔𝑘𝑒𝑖𝑡 =
𝑅𝑃 + 𝑅𝑁 
𝑅𝑃 + 𝐹𝑃 + 𝐹𝑁 + 𝑅𝑁
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3 Tiere, Material und Methoden 
3.1 Auswahl der Projektbetriebe 
Es wurden zwei Milchviehbestände in Mecklenburg Vorpommern ausgewählt, die im 
Folgenden Bestand A und Bestand B genannt werden. Die Herde von Bestand A zählt 
1200 laktierende Kühe bei einer Gesamtherde von 2000 Tieren. Der Bestand B besitzt 
insgesamt 570 Tiere, davon sind 280 Tiere laktierende Kühe. 
3.2 Beschreibung der Projektbetriebe 
Der Bestand A produziert im Durchschnitt 26.000 Liter Milch pro Tag. Dies entspricht 
einem Herdendurchschnitt von 8.800 Litern Milch pro Kuh und Jahr. Die ursprünglich 
reinrassige Holstein-Friesian (HF) - Herde erfuhr im Jahre 2009 einen Zuchtrichtungs-
wechsel. Es wurde seitdem ausschließlich die Rasse Fleckvieh (FV) mittels künstlicher 
Besamung eingekreuzt. Somit besteht die Jungtierherde aktuell zu 100% aus 
verschiedenen FV-Generationen. Unter den melkenden Kühen befinden sich noch ca. 
250 reinrassige HF-Kühe (Stand Ende 2014). Ein Teil der Kühe wird mit einem 
Besamungsbullen der Rasse Weißblaue Belgier (WBB) besamt, dessen Kälber nach der 
zweiten Lebenswoche vermarktet werden. 
Der Bestand B erreicht mit seiner Herde einen Melkdurchschnitt von 31 Litern pro Kuh 
und Tag und besteht zu 100% aus HF-Kühen. Der Herdendurschnitt beträgt 8.890 Liter 
Milch pro Kuh und Jahr. 
3.2.1 Haltung und Fütterung der Tiere 
Die laktierenden Kühe im Bestand A werden in insgesamt sieben Gruppen gehalten, 
wovon jede Gruppe ca. 100-130 Tiere zählt. Die Gruppen sind auf sechs Boxenlaufställe 
aufgeteilt, wovon der größte Laufstall zwei Gruppen enthält. Bei den Liegeboxen handelt 
es sich um Tiefstreuboxen, welche eine organische Matratze aus Güllefeststoffen 
enthalten. Die Fütterung erfolgt über eine Teilmischration ergänzt durch eine individuelle 
Kraftfuttergabe mittels Abrufautomaten über Transponder. 
Die Herde im Bestand B wird in einem Boxenlaufstall mit Tiefstreuboxen mit 
Kalk-Stroh-Gemisch gehalten. Die insgesamt vier Gruppen erhalten jeweils eine totale 
Mischration (TMR). 
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3.2.2 Fruchtbarkeitsmanagement 
Die Färsen im Bestand A werden durchschnittlich in einem Alter von 16 Monaten künstlich 
besamt, das Erstkalbealter beträgt 26,8 Monate. Die Besamung erfolgt durch 
Eigenbestandsbesamer. Die Rastzeit beträgt im Mittel 49 Tage, die Zwischenkalbezeit 
367 Tage. Der Besamungsindex liegt bei 2,6. Die Brunstbeobachtung erfolgt zwei- bis 
dreimal täglich für ca. 10 bis 20 Minuten, ergänzt durch Beobachtungen während der 
normalen Arbeitsvorgänge im Stall. 
Im Bestand B erfolgt die künstliche Besamung ab einem Erstbesamungsalter von 
13,5 Monaten. Das Erstkalbealter liegt infolgedessen bei ca. 23 Monaten. Die Rastzeit 
beträgt 72 Tage. Die Zwischenkalbezeit liegt bei 398 Tagen. Die künstlichen 
Besamungen erfolgen durch einen Besamungstechniker. Der Besamungsindex beträgt 
2,0. Die Brunstdetektion erfolgt kontinuierlich über ein Pedometer-System in Kombination 
mit der Brunstbeobachtung, welche zweimal täglich erfolgt. 
3.3 Auswahl der Versuchstiere 
Grundvoraussetzung für die Auswahl eines Probanden war zum einen, dass das Tier 
gesund war. Zum anderen, sofern es sich nicht um eine Färse handelte, ein lebendes 
gesundes Kalb geboren und keine postpartalen Komplikationen erlitten hatte. 
Es wurden im Laufe der im Folgenden dargestellten Teilversuche insgesamt 130 
Versuchstiere rekrutiert (Bestand A: 118, Bestand B: 12) jeweils unter Einhaltung der 
zusätzlich für die einzelnen Teilversuche erhobenen Kriterien. 
3.4 Versuchsaufbau 
3.4.1 Teilversuche 
Der Versuch wurde in fünf Teilversuche unterteilt, welches alles Feldversuche mit 
unterschiedlicher Fragestellung darstellen. Die einzuhaltenden Kriterien bei den 
Versuchstieren wurden im Zuge dessen weiter spezifiziert bzw. erweitert. 
3.4.1.1 Teilversuch 1 – Einfluss von Kühllagerung auf die bPAG-Stabilität 
Der erste Teilversuch zielte darauf ab, zu prüfen, wie lange die trächtigkeitsassoziierten 
Glykoproteine (PAG) in Blutserum- und EDTA-Plasmaproben, gekühlt im Kühlschrank 
bei 4-8°C gelagert, explizit mittels des IDEXX Visual Pregnancy Tests (IDEXX 
Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) nachweisbar sind. Hierfür wurden sechs 
Versuchstiere herangezogen, welche die oben genannten Hauptkriterien erfüllten. Drei 
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der Versuchstiere mussten ein fortgeschrittenes Trächtigkeitsstadium aufweisen, 
welches per transrektaler Ultraschall (TUS)-Untersuchung bestätigt wurde. Die anderen 
drei Versuchstiere waren mittels TUS-Untersuchung als nicht tragend befundet worden. 
Bei allen sechs Versuchstieren lag der vorangegangene Partus mindestens 60 Tage 
zurück. Nach einer einmaligen Blutentnahme einer Serum- und EDTA-Blutprobe wurde 
in einem Zeitraum von 21 Tagen in regelmäßigen Abständen (direkt nach dem 
Zentrifugieren, Tag 4, Tag 7, Tag 10 und Tag 21) der IDEXX Visual Pregnancy Test 
(siehe Kapitel 3.4.3) wiederholt durchgeführt und die Ergebnisse bewertet. In der 
Zwischenzeit wurden die Proben bei 4-8°C im Kühlschrank gelagert und vor jedem 
Untersuchungszeitpunkt für 60 Minuten auf Raumtemperatur (RT) gebracht. 
3.4.1.2 Teilversuch 2 – Einfluss von Gefrierlagerung auf die bPAG-Stabilität  
Dieser Teilversuch beinhaltete die Fragestellung, inwieweit eine Gefrierlagerung von 
Serum- und EDTA-Proben Einfluss auf das Testergebnis des IDEXX Visual Pregnancy 
Tests (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) nehmen würde. Hierfür wurden 
ebenfalls sechs Kühe beprobt, davon drei unterschiedlich lang tragende und drei nicht 
tragende Kühe. Hierbei musste der Partus ebenfalls mindestens 60 Tage zurückliegen. 
Es wurde von jedem Versuchstier jeweils eine Serum- und eine EDTA-Probe, wie auch 
im Teilversuch 1 (siehe Kapitel 3.4.1.1) entnommen. Die Proben wurden direkt nach dem 
Zentrifugieren mittels des IDEXX Visual Pregnancy Tests untersucht und wurden dann 
tiefgefroren. Dann wurden sie in einem Zeitraum von 21 Tagen in regelmäßigen 
Abständen (Tag 1, Tag 7, Tag 14 und am Tag 21) bei RT aufgetaut (60 Minuten) und 
mittels des IDEXX Visual Pregnancy Test erneut untersucht. Nach dem jeweiligen 
Auftauvorgang und der Entnahme von 100µl Probenvolumen wurde die restliche Probe 
wieder tiefgefroren. 
3.4.1.3 Teilversuch 3 - Hauptversuch 
Im Hauptversuch wurden 109 Tiere ausgewählt. Voraussetzung für die Teilnahme an 
diesem Feldversuch war es, dass die jeweilige Kuh genau am 28. Tag nach der 
Besamung zum ersten Mal beprobt und untersucht wurde. Der Partus musste zu diesem 
Zeitpunkt mindestens 60 Tage zurückliegen.  
Der Versuch setzte sich wie folgt zusammen (siehe Abbildung 1): Am 28. Tag p.i. erfolgte 
eine Blutprobenentnahme in ein EDTA-Blutröhrchen und eine TUS-Untersuchung. Die 
Blutprobe wurde anschließend innerhalb von 4 Stunden mittels dem IDEXX Visual 
Pregnancy Test (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) untersucht. Eine 
Woche später, am 35. Tag p.i., fand dieses Prozedere erneut statt. Eine abschließende 
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TUS-Untersuchung erfolgte zwischen dem 45. und 55 Tag p.i.. Im Falle von fraglichen 
oder differierenden Ergebnissen zwischen TUS-Befund und dem Ergebnis des IDEXX 
Visual Pregnancy Tests zum Zeitpunkt Tag 35 p.i. wurde während der letzten 
Untersuchung zusätzlich eine Blutprobe entnommen und untersucht. Darauffolgend fand 
eine vergleichende Auswertung der Ergebnisse der TUS-Untersuchung und der 
Ergebnisse des IDEXX Visual Pregnancy Tests statt. 



















Ergebnissen am Tag 35
vergleichende Auswertung der Ergebnisse
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung von Teilversuch 3 (= Hauptversuch) 
Die Ergebnisse dieses Feldversuchs wurden abschließend statistisch ausgewertet 
(siehe Kapitel 3.4.5) und mit den deklarierten Gütekriterien Sensitivität (SEN) und 
Spezifität (SPE) des IDEXX Visual Pregnancy Tests verglichen. 
3.4.1.4 Teilversuch 4 – Interferenz durch postpartale bPAGs 
Laut Herstellerangaben (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) zeigen Kühe 
ab 60 Tagen nach der Abkalbung ein negatives Testergebnis auf ohne Interferenz durch 
die zurückliegende Trächtigkeit. Sechs nicht tragende Kühe, die ein lebendes und 
gesundes Kalb geboren hatten, wurden im postpartalen Zeitraum in regelmäßigen 
Abständen beprobt. Es galt herauszufinden, in welcher Ausprägung und wie lange das 
bPAG der vorangegangenen Trächtigkeit mittels des IDEXX Visual Pregnancy Tests 
nachweisbar ist, bzw. ab wann ein negatives Ergebnis eintritt. Vorgesehen waren 
Blutprobenuntersuchungen ab dem 40. Tag p.p. alle fünf Tage, sofern sie jeweils vorher 
eine Farbentwicklung aufgezeigt hatten. 
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3.4.1.5 Teilversuch 5 – bPAG-Nachweis tragender Kühe unter 60 Tagen p.p.      
Aufgrund der zuvor erwähnten möglichen Interferenz durch bPAGs der vorherigen 
Trächtigkeit gibt der Hersteller eine erstmögliche Testdurchführung ab dem 60.Tag p.p. 
an. In diesem Teilversuch wurden sechs Kühe im Laufe des Beprobungszeitraums 
ausgewählt, die bereits am 30./31.Tag p.p. wieder brünstig waren und besamt wurden. 
Somit lag bei diesen Tieren am 28. Tag p.i. die Geburt 58 bzw. 59 Tage zurück. Es wurde 
das gleiche Untersuchungsschema wie im Hauptversuch (siehe Abbildung 1) angewandt. 
Somit fand die erste Testdurchführung vor dem 60. Tag p.p. statt, und es galt 
herauszufinden, ob eine solch frühe Durchführung des Tests möglich bzw. zweckmäßig 
ist.  
3.4.2 Blutprobenentnahmen und gynäkologische Untersuchungen 
Die Blutprobenentnahmen fanden in einem Zeitraum von sechs Monaten statt (Juli 2014 
bis Dezember 2014), wobei in Abhängigkeit vom jeweiligen Teilversuch bis zu drei 
Beprobungen pro Tier stattfanden.  
3.4.2.1 Blutprobenentnahmen 
Die Entnahme der Blutproben erfolgte zum jeweiligen Zeitpunkt der Beprobung aus der 
V. caudalis mediana mit einer TRO-CAN Einmalkanüle (Troge-Medical GmbH, Hamburg, 
Deutschland) in ein 10ml EDTA-Blutprobenröhrchen (KABEVETTE®, Nümbrecht-
Elsenroth, Deutschland). Im Rahmen der Teilversuche 1 und 2 wurde zusätzlich noch 
eine Blutprobe in ein Serumprobenröhrchen entnommen (KABEVETTE®, Nümbrecht-
Elsenroth, Deutschland). Danach wurden die Blutproben bis maximal vier Stunden bei 
RT aufbewahrt und anschließend jeweils in Eppendorfgefäße mit Hilfe einer 1000 µl 
Pipette (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) überführt und für 10 min bei 1500 x g 
(HERMLE AG Zentrifuge, Gosheim, Deutschland) zentrifugiert. Daraufhin erfolgte die 
Durchführung des IDEXX Visual Pregnancy Tests (siehe Kapitel 3.4.3) unter Verwendung 
von jeweils 100 µl Probenvolumen. Im Anschluss wurden die Eppendorfgefäße mit den 
übriggebliebenen Serum- bzw. Plasmaproben je nach Teilversuch im Kühlschrank bei 
4-8°C bzw. im Gefrierschrank bei -18°C gelagert. Auch die Proben, für die nur eine 
einmalige Beprobung vorgesehen war, im Falle der Teilversuche 3, 4 und 5, wurden bis 
zum Abschluss aller Versuche im Gefrierschrank aufbewahrt. 
3.4.2.2 Transrektale Ultraschall-Untersuchung (TUS) 
Im Rahmen der Teilversuche 1, 2, 3 und 5 fand parallel zur Blutprobenentnahme eine 
transrektale Ultraschalluntersuchung (TUS) statt. Diese Methode diente als GS zur 
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Beurteilung des Trächtigkeitsstatus. Die transrektale Ultrasonographie wurde mit einem 
Ultraschallgerät (Proxima Pavo Pro, Proxima Medical Systems GmbH, Weil am Rhein) 
mit einem transrektalen Linearschallkopf mit einer Frequenz von 5 MHz durchgeführt. Die 
Darstellung der echoarmen Flüssigkeit der Fruchtblase mit darin enthaltenem Embryo mit 
Herztätigkeit wurde als positives Trächtigkeitsergebnis gewertet. Bei Fehlen der 
Darstellbarkeit von echoarmer Flüssigkeit sowie Fehlen eines vitalen Embryos lautete 
das Trächtigkeitsergebnis negativ, nicht tragend. Im Falle von Anomalien der echoarmen 
Fruchtblasenflüssigkeit in Form von multifokalen echoreichen Aufhellungen bzw. des 
Embryos in Form einer nicht nachweisbaren Herztätigkeit, oder wenn der Embryo nicht 
dargestellt werden konnte, wurde das Ergebnis als fraglich beurteilt.  
3.4.3 IDEXX Visual Pregnancy Test  
„Der IDEXX Visueller Trächtigkeitstest ist ein enzymgekoppelter Immunoassay zum 
Nachweis von trächtigkeitsassoziierten Glykoproteinen (PAG/pregnancy-associated 
glycoprotein) im Serum oder EDTA-Plasma von Rindern, die Trächtigkeitsmarker sind“ 
(IDEXX Schwitzerland AG 2013). 
3.4.3.1 Testprinzip 
Der IDEXX Visual Pregnancy Test ist ein indirekter Antigen-Capture (Sandwich) ELISA 
(siehe Abbildung 2). Das Mikrotiterformat enthält Antikörper, welche gegen PAG gerichtet 
sind und jeweils in den Plattenvertiefungen gebunden sind. Nach Verdünnung und 
Inkubation der Probe in den Vertiefungen werden die in der Probe enthaltenen PAG von 
diesen Antikörpern in der festen Phase gebunden. Nach einer Waschung und Entfernung 
der ungebundenen Bestandteile erfolgt die Zugabe der Detektorlösung. Die hierin 
enthaltenden Detektor-Antikörper binden sich ebenfalls während der Inkubationszeit an 
das PAG. Nun liegt ein Antikörper-Antigen-Antikörper Komplex vor. Nach einem weiteren 
Waschschritt folgt die Zugabe von Meerrettichperoxidase-Konjugat (HRPO-Konjugat). 
Diese Lösung enthält enzymmarkierte Antikörper, welche gegen den Detektor gerichtet 
sind. Nach erneuter Inkubation und Waschung folgt die Zugabe des Substrats, welches 
aus einer Mischung aus Wasserstoffperoxid und einem mit dem Enzymanteil des 
Konjugats reagierenden Chromogen, in diesem Falle das 3, 3′, 5, 5′-Tetramethylbenzidin 
(TMB), besteht. Aus dieser Reaktion erfolgt die blaue Farbentwicklung. Der letzte Schritt 
beinhaltet die Zugabe einer Stopplösung, welche die Enzym-Substrat-Reaktion beendet 
und damit weitere Farbveränderungen verhindert. Die Farbentwicklung erfolgt 
proportional zur Menge der in der Probe enthaltenen PAG (IDEXX Laboratories, Inc. 
2013a, IDEXX Schwitzerland AG 2013). 
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Es handelt sich hier um einen indirekten ELISA aufgrund des ungekoppelten 
Detektionsantikörpers und eines enzymgekoppelten sekundären Antikörpers in Form des 
Konjugats. Dies sind polyklonale Antikörper, die an verschiedene Epitope des Detektors 
binden und so eine Signalverstärkung herbeiführen. 
 
Abbildung 2: Ablaufschema des indirekten Antigen-Capture ELISA zum Nachweis von bPAG 
(IDEXX Laboratories, Inc. 2013a)  
3.4.3.2 Aufbau 
Ein IDEXX Visual Pregnancy Testkit besteht aus zwei mit Anti-PAG-Antikörper 
beschichteten Testplatten. Eine Testplatte besteht aus 12 nummerierten Streifen zu acht 
Vertiefungen, folglich ergeben sich insgesamt 96 Vertiefungen pro Testplatte. Somit 
könnte man pro Testansatz mit einer Testplatte bis zu 92 Proben von Kühen untersuchen, 
da vier der Vertiefungen für die Positiv- und Negativkontrollen benötigt werden, welche 
laut Herstellerangaben jeweils pro Testdurchführung doppelt angesetzt werden müssen. 
Das wiederum heißt, dass sich die mögliche zu untersuchende Probenanzahl mit der 
Häufigkeit der Testdurchführung verringert, weil bei jedem Testdurchlauf jeweils vier 
Plattenvertiefungen für die Negativ- und Positivkontrollen benötigt werden.  
Des Weiteren sind eine 100 µl Präzisionspipette mit dazugehörigen 
Einwegpipettenspitzen und Tropferspitzen mit Kappen für die Reagenzflaschen im Testkit 
enthalten. Während der Durchführung dient eine transparenter Deckel zum Schutz vor 
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äußeren Einflüssen während der Inkubationszeit und zur Verhinderung von 
Verdunstungen.  Es sind insgesamt acht verschiedene Reagenzien (siehe Tabelle 2) im 
Testkitumfang enthalten. 








1 x 5,0 ml 
 Negative Kontrolle 1 x 5,0 ml 
Konjugat 1 x 25 ml 
Probenverdünner 1 x 20 ml 
TMB-Substrat Nr.12 1 x 20 ml 
Stopplösung 1 x 20 ml 
Waschkonzentrat (10X) 1x100 ml 
Detektorlösung 1 x 25 ml 
 
Die Reagenzien sind bei einer Temperatur von 2-8°C zu lagern; so ist laut 
Herstellerangabe gewährleistet, dass sie bis zum Verfallsdatum stabil bleiben. Es ist 
zudem zu beachten, dass die Reagenzien unterschiedlicher Testkits nicht untereinander 
ausgetauscht werden.  
Für die Herstellung der benötigten Waschlösung wird ein graduierter Zylinder, destilliertes 
Wasser und eine 500 ml Waschflasche benötigt. Darüber hinaus wird ein Kurzzeitwecker 
für die exakte Einhaltung der jeweiligen Inkubationszeit gebraucht. 
In Tabelle 3 sind alle in den Versuchen zur Anwendung gekommenen Geräte und 
Materialien aufgeführt, welche für die Vorbereitung und Durchführung des Tests benötigt 
wurden. 
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Zentrifuge HERMLE AG, Gosheim, Deutschland 
Einkanalpipette 1000 µl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Präzisionspipette 100 µl IDEXX Laboratories, Hoofddorp, Niederlande 
Material Hersteller 
  
Graduierter Zylinder 100 ml 
 
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Waschflasche 500 ml VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Digitaler Kurzzeitmesser  
Pipettenspitzen 1000 µl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Pipettenspitzen 100 µl IDEXX Laboratories, Hoofddorp, Niederlande 
Eppendorfgefäße Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
 
3.4.3.3 Testablauf 
3.4.3.3.1 Vorbereitung der Reagenzien 
Die Flaschenverschlüsse der Reagenzflaschen mit Probenverdünner, Detektorlösung, 
Konjugatlösung, TMB-Substrat Nr. 12 und Stopplösung sind vor der allerersten 
Durchführung gegen Tropferspitzen mit Kappe auszutauschen. Vor jeder 
Testdurchführung wurden alle Reagenzien aus dem Kühlschrank und dem umgebenen 
Karton entnommen und für mindestens 60 Minuten bei RT (18-26°C) inkubiert. Der Raum 
der Testdurchführung verfügte über ein Thermometer, worüber zu Beginn jeder 
Durchführung durch Ablesen geprüft wurde, ob sich die RT im Rahmen von 18 bis 26°C 
befand. Die Reagenzien wurden dann zu Beginn des Pipettierens durch vorsichtiges 
Schwenken gemischt. Aus dem Waschkonzentrat wurde in einem graduierten Zylinder 
mit destilliertem Wasser eine Waschlösung im Verhältnis von 1:10 hergestellt und in eine 
500 ml Waschflasche gefüllt. Es wurde immer 10 ml Konzentrat plus 90 ml destilliertes 
Wasser für jeden zu testenden Mikrotiterstreifen á 8 Plattenvertiefungen benötigt. 
Übriggebliebene Waschlösung wurde für maximal eine Woche bei 2-8°C aufbewahrt und 
nochmals verwendet. 
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3.4.3.3.2 Blutprobenaufbereitung und -lagerung 
Die jeweiligen EDTA- bzw. Serumblutproben wurden vor dem Testbeginn in ein 
Eppendorfgefäß pipettiert und anschließend abzentrifugiert (1.500 x g, 10 min). Der 
jeweilige Plasma- bzw. Serumüberstand diente als Probe.  
Die Blutproben des ersten Teilversuchs wurden für die erste Untersuchung wie oben 
erwähnt verarbeitet. Es erfolgte, nach der Entnahme von jeweils 100 µl Probenvolumen 
für den ersten Testansatz, die Lagerung des Restes im Kühlschrank bei 4-8°C. Diese 
erfolgte stets in aufrechter Position, um eine Vermischung von Blutbestandteilen im 
Bodensatz und Serum bzw. Plasma zu verhindern. Zum jeweiligen Zeitpunkt der 
darauffolgenden Testdurchführungen am Tag 4, 7, 10, 14 und 21 wurden die Proben 60 
Minuten vor Beginn des Tests bei RT inkubiert, dann wurden die benötigten 100 µl 
entnommen. Die Restprobe wurde bis zur nächsten Testdurchführung wieder im 
Kühlschrank aufrecht gelagert. Das jeweilige Probenvolumen wurde immer aus dem 
mittigen Bereich des Überstandes entnommen.  
Die Blutproben des zweiten Teilversuchs wurden für die erste Untersuchung so wie oben 
erwähnt verarbeitet. Dann erfolgte, nach der Entnahme des benötigten Probenvolumens 
für den ersten Testansatz, die Lagerung im Gefrierschrank bei -18° C. Am Tag 1, 7, 14 
und 21 wurden die Proben 60 Minuten vor Beginn der Testdurchführung auf RT gebracht, 
dann wurden die benötigten 100 µl aus dem mittigen Bereich des jeweiligen Überstandes 
abpipettiert. Die Restprobe wurde erneut im Gefrierschrank bis zur nächsten 
Durchführung des Tests gelagert. 
3.4.3.3.3 Vorbereitung der Testplatten 
Je nach Anzahl der zu untersuchenden Proben wurde die benötigte Zahl an Streifen zu 
acht Vertiefungen von der beschichteten Platte entnommen und in einen Plattenrahmen 
platziert. Es wurden immer so viele Vertiefungen wie Proben benötigt plus vier 
Vertiefungen für eine doppelte Negativ- und eine doppelte Positivkontrolle. Nicht 
benötigte Streifen wurden zusammen mit Trockenmittel in einem verschlossenen 
Folienbeutel bei 2-8°C aufbewahrt. Nicht benötigte Vertiefungen innerhalb eines Streifens 
wurden mit Tesafilm abgeklebt, um so eine Kontamination während der Testdurchführung 
mit Probenmaterial oder Reagenzien zu verhindern und eine mögliche Verfälschung der 
nächsten Testdurchführung mit diesen Vertiefungen zu umgehen. Mit Hilfe eines 
Testprotokolls (siehe Abbildung 3), welches von IDEXX Laboratories, Inc. zur Verfügung 
gestellt wurde, wurden die jeweiligen Probenpositionen im Plattenrahmen dokumentiert 
und der Testablauf protokolliert.   





Abbildung 3: Verwendetes Testprotokoll IDEXX Visual Pregnancy Test (bereitgestellt von 
IDEXX Laboratories, Inc.) 
 
Trächtigkeitstest:             IDEXX Visueller Trächtigkeitstest
Chargen ID / Haltbarkeit: Datum:
Probenverdünnung: Probenverdünner: 1 Tropfen
Probe/Kontrolle: 100 µl
Probeninkubation: Inkubationszeit: 30 min Start:
Unterschrift:
Waschen: Waschgänge: x Unterschrift:
Detektorlösung: Detektorlösung: 2 Tropfen
Inkubationszeit: 30 min Start:
Unterschrift:
Waschen: Waschgänge: x Unterschrift:
Konjugat: Konjugat: 2 Tropfen
Inkubationszeit: 30 min Start:
Unterschrift:
Waschen: Waschgänge: x Unterschrift:
Substratlösung: TMB Substrat Nr.12 2 Tropfen
Inkubationszeit: 15 min Start:
Unterschrift:
Stopp: Stopplösung: 2 Tropfen Unterschrift:
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3.4.3.3.4 Testdurchführung 
Im Folgenden sind die jeweils durchgeführten Schritte des IDEXX Visual Pregnancy 
Tests dargestellt. Eine Testdurchführung dauert 105 Minuten. 
1. Verteilung des Probenverdünners 
Es wurde mittels Tropferspitze jeweils ein Tropfen Probenverdünner in die nötige 
Anzahl an Vertiefungen, die für Proben und für die vier Kontrollen (zwei Negativ- 
und zwei Positivkontrollen) benötigt wurden, pipettiert. 
2. Probenverteilung 
Daraufhin wurde zweimal 100 µl Negativkontrolle aufgezogen und in die zwei dafür 
vorgesehenen Vertiefungen gegeben. Dieser Schritt erfolgt ebenfalls für die zwei 
Positivkontrollen unter Verwendung einer neuen Pipettenspitze. Dann erfolgte das 
Einbringen von jeweils 100 µl Serum- bzw. Plasma in die jeweiligen restlichen 
Vertiefungen unter ständiger Erneuerung der Präzisionspipettenspitze. Waren alle 
Vertiefungen befüllt mit einem Tropfen Probenverdünner und 100 µl 
Kontrolle/Probe, wurden sie mit einem Deckel abgedeckt und der Inhalt durch 
vorsichtiges Beklopfen an den Seiten der Platte vermischt.  
3. Inkubation der Proben 
Die Vertiefungen wurden nun für 30 Minuten (± 2 Min.) bei 18-26°C inkubiert.  
4. Waschen der Platte 
Die Platte wurde anschließend über einem Abfallbehälter umgedreht und 
geschüttelt, um die Flüssigkeit zu entfernen. Dann wurde jede Vertiefung drei- bis 
fünfmal mit der zuvor hergestellten Waschlösung gewaschen. Nach jeder Zugabe 
von Waschlösung in die Plattenvertiefungen wurde die Platte umgedreht und die 
Waschlösung verworfen. Nach der letzten Wäsche erfolgte ein Ausklopfen der 
restlichen Flüssigkeit auf Zellstoff. Beim Waschvorgang wurde darauf geachtet, 
dass es bei der Befüllung der Vertiefungen zu keiner Überflutung kam, um eine 
gegenseitige Kontamination benachbarter Vertiefungen zu verhindern. 
5. Hinzufügen der Detektorlösung 
In jede Vertiefung wurden zwei Tropfen Detektorlösung gegeben. 
6. Inkubation der Detektorlösung  
Die Vertiefungen wurden nun mit einem Deckel abgedeckt und weitere 30 Minuten 
(± 2 Min.) bei 18-26°C inkubiert.  
7. Waschen der Platte (siehe Punkt 4) 
8. Hinzufügen des Konjugats 
In jede Vertiefung wurden zwei Tropfen Konjugat gegeben. 
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9. Inkubation des Konjugats  
Die Vertiefungen wurden nun mit einem Deckel abgedeckt und weitere 30 Minuten 
(± 2 Min.) bei 18-26°C inkubiert. 
10. Waschen der Platte (siehe Punkt 4) 
11. Hinzufügen der Substratlösung 
In jede Vertiefung wurden zwei Tropfen TMB-Substrat Nr. 12 gegeben. 
12. Inkubation des Substrats 
Die Vertiefungen werden nun mit einem Deckel abgedeckt und 15 Minuten 
(± 2 Min.) bei 18-26°C inkubiert. 
13. Reaktion stoppen 
In jede Vertiefung wurden zwei Tropfen Stopplösung gegeben. 
14. Visuelle Ablesung 
Es wurde zunächst visuell die Farbe der einzelnen Vertiefungen beobachtet. 
15. Gültigkeit beurteilen 
Für gültige Ergebnisse müssen laut Hersteller beide Vertiefungen der 
Positivkontrolle eine Blaufärbung anzeigen. 
16. Interpretation 
Eine Blaufärbung bedeutet „trächtig“. 
Keine Blaufärbung bedeutet „nicht trächtig“. 
„Probenvertiefungen, die schwer visuell zu interpretieren waren, sollten als 
zweifelhaft/verdächtig erachtet werden. Es wird in diesen Fällen eine Nachtestung 
empfohlen“(IDEXX Laboratories, Inc. 2013c). 
3.4.4 Dokumentation 
Die Testergebnisse wurden, in Abhängigkeit vom jeweiligen Teilversuch, zusammen mit 
den Ergebnissen der TUS-Untersuchung in eine Excel-Tabelle eingegeben. Zudem 
wurden die Parameter Tiernummer, Geburtsdatum, Rasse, aktuelle Milchleistung, 
Laktationsnummer, Geschlecht des letzten Kalbes, Vaterbulle des letzten Kalbes, Anzahl 
der Tage p.p., postpartale Befunde, letzte Besamung, Bulle der letzten Besamung, 
Anzahl Inseminationen und Anzahl der Tage p.i. jedes einzelnen Probanden aus dem 
Softwareprogramm Herde (dsp-Agrosoft GmbH, Ketzin/Havel) des Bestandes A 
entnommen bzw. von dem Bestand B zur Verfügung gestellt. 
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3.4.5 Statistische Auswertung 
Die aus der abschließenden kombinierten Auswertung der Ergebnisse stammenden 
Endergebnisse wurden wie zuvor erwähnt in einer Excel-Tabelle zusammen mit den 
allgemeinen und fortpflanzungsspezifischen Daten der Tiere erfasst. Die vier möglichen 
Endergebnisse richtig positiv, falsch positiv, richtig negativ und falsch negativ wurden in 
einer Vierfeldertafel (siehe Tabelle 4) übertragen. Die TUS-Untersuchung und der IDEXX 
Visual Pregnancy Test bilden hier die zwei Variablen, welche jeweils zwei 
Merkmalsausprägungen (positiv/negativ) besitzen. Der TUS stellt den GS dar. Für den 
dritten Teilversuch wurden die in Kapitel 2.4 beschriebenen Gütekriterien (SEN, SPE, 
PPW, NPW, LR+, LR-, Genauigkeit) mittels der im Folgenden dargestellten Formel 8 bis 
14 und den Werten aus der jeweiligen Vierfeldertafel berechnet. 
Tabelle 4: Vierfeldertafel der möglichen Testergebnisse 
Merkmal TUS + TUS - Summe 
Test + 
richtig positiv (RP) 
[a] 
falsch positiv (FP) 
[b] 
a + b 
Test - 
falsch negativ (FN)  
[c] 
richtig negativ (RN)  
[d] 
c + d 
Summe a + c b + d  a + b + c + d  
 
Formel 8: Sensitivität (SEN) 
𝑆𝐸𝑁 =
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑟𝑖𝑐ℎ𝑡𝑖𝑔 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒𝑟 





Formel 9: Spezifität (SPE) 
𝑆𝑃𝐸 =
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑟𝑖𝑐ℎ𝑡𝑖𝑔 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒𝑟 
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Formel 10: Positiver prädiktiver Wert (PPV)  
𝑃𝑃𝑊 =
(𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 𝑥 𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧)
(𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 𝑥 𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧) + (1 − 𝑆𝑝𝑒𝑧𝑖𝑓𝑖𝑡ä𝑡) 𝑥 (1 − 𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧)
 
 
Formel 11: Negativer prädiktiver Wert (NPW) 
𝑁𝑃𝑊 =
𝑆𝑝𝑒𝑧𝑖𝑓𝑖𝑡ä𝑡 𝑥 (1 − 𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧)
𝑆𝑝𝑒𝑧𝑖𝑓𝑖𝑡ä𝑡 𝑥 (1 − 𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧) +  (1 − 𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡) 𝑥 (𝑃𝑟ä𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑧)
 
 










Formel 14: Genauigkeit 
𝐺𝑒𝑛𝑎𝑢𝑖𝑔𝑘𝑒𝑖𝑡 =
𝑅𝑃 + 𝑅𝑁 
𝑅𝑃 + 𝐹𝑃 + 𝐹𝑁 + 𝑅𝑁
=
a + d









Mit der Ausnahme einer Kuh, die aufgrund einer Gliedmaßenfraktur euthanasiert werden 
musste, konnten alle während des Versuchs rekrutierten Tiere im Rahmen des für sie 
vorgesehenen Beprobungszeitraums verfolgt und ausgewertet werden. Es wurden 
insgesamt nur Kühe und keine Färsen untersucht, was im Falle der beiden beprobten 
Bestände der Betriebsstruktur zuzuschreiben ist. Die Färsenaufzucht und Besamung 
findet bei beiden Beständen in einer örtlich getrennten Funktionseinheit statt.  
4.2 Ergebnisse Teilversuche 
4.2.1 Teilversuch 1 - Einfluss von Kühllagerung auf die bPAG-Stabilität 
Drei trächtige Kühe mit einer per TUS-Untersuchung bestätigten Trächtigkeitsdauer von 
242, 101 bzw. 30 Tagen und drei nicht tragende Tiere, ebenfalls per TUS-Untersuchung 
bestätigt, wurden für diesen Teilversuch herangezogen. 
Die regelmäßigen Testdurchführungen mit den EDTA- und Serumproben ergaben seit 
dem Zeitpunkt der Blutentnahme (Tag 0) und der zwischenzeitlich gekühlten Lagerung 
bis zu der letzten Testdurchführung am Tag 21 keine visuell zu beobachtenden 
Farbunterschiede. Zudem gab es keinen zu beobachtenden Unterschied zwischen den 
Testergebnissen aus der jeweiligen EDTA- und Serumprobe des jeweiligen Probanden. 
Zusammenfassend nimmt selbst eine längerfristige Kühllagerung von EDTA- und 
Serumproben keinen Einfluss auf positive noch auf negative Testergebnisse. 
4.2.2 Teilversuch 2 - Einfluss von Gefrierlagerung auf die bPAG-Stabilität 
Hier wurden drei trächtige Kühe, die zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme eine 
Graviditätsdauer von 100 (Kuh Nr. 3), 30 (Kuh Nr. 1) und 29 (Kuh Nr. 2) Tagen aufwiesen, 
herangezogen. Außerdem waren auch hier drei nicht tragende Tiere bei der Beprobung 
vertreten. Vor jeder Blutprobenentnahme erfolgte eine TUS-Untersuchung. Das negative 
Ergebnis über das Ausbleiben einer Blaufärbung konnte zu jedem Testzeitpunkt der 
EDTA- und Serumproben der drei ingraviden Tiere verzeichnet werden. Die 
Testergebnisse aus den jeweiligen EDTA- und Serumproben der tragenden Tiere fielen 
am Tag 0 (Testdurchführung direkt nach der Probennahme) alle drei positiv aus. 
Innerhalb dieser drei Ergebnisse gab es zu diesem Zeitpunkt 




zeigten eine intensivere Blaufärbung im Vergleich zum Ergebnis der Kuh Nr. 3, welche 
100 Tage tragend war (siehe Abbildung 4). Die Kuh Nr. 3 wurde aufgrund dieser Tatsache 
am 230. Trächtigkeitstag nochmals manuell transrektal untersucht; die Trächtigkeit 
konnte weiterhin bestätigt werden. 50 Tage später gebar die Kuh ein gesundes Kuhkalb. 
Insgesamt konnte bei allen drei tragenden Kühen, wenn man die Ergebnisse am Tag 0 
mit Tag 21 vergleicht, eine geringgradige Abnahme der Farbintensität im Verlaufe des 
Versuchs, bei zwischenzeitlicher Lagerung der Proben bei -18°C, beobachtet werden 
(siehe Abbildung 4). Nach 24 Stunden Einfrieren am Tag 1 konnte bei allen drei 
Probanden eine geringgradige Abnahme der Farbintensität verzeichnet werden und im 
Falle der Kuh Nr. 3 (100 Tage tragend) bei allen folgenden drei Testergebnissen repliziert 
werden. Das heißt, hier fand bis zum Tag 21, zum Zeitpunkt der fünften wiederholten 








Tag 0 Tag 21
 
Abbildung 4: IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse Teilversuch 2: Vergleichende 
Darstellung der Testergebnisse aus EDTA-Plasma am Tag 0 und Tag 21 nach 
Einfrieren des EDTA-Plasmas (und Serum; nicht dargestellt) der Kühe Nr. 1, 2 
und 3 mit unterschiedlicher Trächtigkeitsdauer (30, 29 und 100 Tage) 
Bei den Kühen Nr. 1 und 2 zeigten sich am Tag 1, 7 und 14 Farbintensitätsvariationen in 
Form von Intensitätszunahmen und -abnahmen. Dies trat sowohl bei den Ergebnissen 
aus EDTA-Plasma als auch aus Serum auf (siehe Abbildung 5 am Beispiel der 
Ergebnisse von Kuh Nr. 1). Im Falle eines Ergebnisses aus der Serumprobe von Kuh 
Nr. 1 am Tag 14 war die Farbausprägung intensiver als am Tag 0. Am Tag 21 wiederum 
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lag dann im Vergleich zum Ausgangsergebnis am Tag 0 sowohl beim Ergebnis aus 
EDTA-Plasma als auch aus Serum eine geringere Farbintensität vor.  
Ungeachtet der verschieden ausgefallenen Farbintensitäten wurden alle von tragenden 
Kühen stammenden Einzelproben im Vergleich mit den beiden Positivkontrollen des 
Tests zu jedem Testzeitpunkt als „tragend“ bewertet. 
Alle Ergebnisse aus den EDTA- und Serumproben der zuvor mittels TUS bestätigten nicht 
tragenden Tiere wurden zu jedem Testzeitpunkt als negativ beurteilt. Sie zeigten nach 
rezidivierenden Einfrier- und Auftauprozesse keine Farbentwicklung. 
 




Abbildung 5: IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse Teilversuch 2 – Kuh Nr. 1 (30 Tage 
tragend): Darstellung der Einzelergebnisse aus EDTA-Plasma und Serum 
nach rezidivierenden Einfrier- und Auftauprozessen 
4.2.3 Teilversuch 3 - Hauptversuch 
Bei 102 der insgesamt 109 rekrutierten Probanden dieses Versuchs stimmten zu beiden 
Zeitpunkten der Beprobung die Ergebnisse der TUS-Untersuchung mit denen des IDEXX 
Visual Pregnancy Tests überein. Das TUS-Ergebnis der Ergebniskontrolle über 45 Tage 
p.i. stimmte auch zu diesem Zeitpunkt immer mit den Ergebnissen der vorherigen 
Untersuchungen überein.  Zur detaillierten Beurteilung der Farbentwicklung wurde ein 
engmaschigeres Schema entwickelt (siehe Abbildung 6). Dies erschien notwendig, als 
bei den ersten Auswertungen der Testergebnisse ersichtlich wurde, dass 
unterschiedliche Farbintensitäten auftreten, welche die abschließende Interpretation 
nach Herstellerangabe (tragend, nicht tragend und zweifelhaft/verdächtig) erschweren. 
Die Farbintensitätsgrade sind mit der Nummer 0 bis 6 beschriftet, wobei die Nummer „0“ 
bei keiner Farbentwicklung vergeben wurde und „6“ bei sehr intensiver blauer 
Farbentwicklung. Position 3 entspricht der Farbintensität der Positivkontrolle des Tests. 
Die Farbintensitätsgrade „2“ und „4“ beschreiben die kleiner gleich bzw. größer gleich der 
Positivkontrolle ausgefallenen Testergebnisse. Intensitäten, welche etwas schwächer als 




erkennbar waren, erhielten die Nummer 1. Die Farbintensitätsgrade „0“ und „1“ wurden 
als nicht tragend bewertet. Grad „2“ bedeutete ein fragliches bzw. 
zweifelhaft/verdächtiges Ergebnis. Hier ist laut Herstellerdefinition eine Nachtestung 
empfohlen. Als tragend galten Ergebnisse der Farbintensitätsgrade „3“ bis „6“ aufgrund 
der größer gleich der Positivkontrolle ausgefallenen Farbintensitäten.  
 
Farbintensität  >>  Positivkontrolle
Farbentwicklung sehr schwach 
erkennbar
Farbintensität     Positivkontrolle
Farbintensität  =  Positivkontrolle
Farbintensität     Positivkontrolle

















Abbildung 6: Verwendetes, selbst entwickeltes Beurteilungsschema zur detaillierten, 
graduellen Zuordnung der Farbintensitäten beim IDEXX Visual Pregnancy 
Test  
Bei zwei der beprobten Kühe, welche anlässlich der TUS-Untersuchung als negativ 
bewertet wurden, traten während der ersten Testdurchführung schwache, kaum zu 
erkennende Farbbildungen auf, welche mit dem Intensitätsgrad „1“ bewertet wurden und 
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somit in der Trächtigkeitszuordnung als nicht tragend bewertet wurden. Bei fünf anderen 
beprobten Kühen konnte ein falsch positives Testergebnis eruiert werden.  
Tabelle 5: Falsch positive IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse im Hauptversuch 
(= Teilversuch 3) 
Kuh TUS 1 IDEXX 1 TUS 2 IDEXX 2 TUS 3 IDEXX 3 
       
10 fraglich positiv negativ positiv negativ negativ 
51 fraglich positiv negativ positiv negativ ---- 
92 fraglich positiv negativ positiv negativ positiv 
94 negativ positiv negativ negativ negativ ---- 
105 negativ positiv negativ positiv negativ positiv 
   TUS 1 und IDEXX 1: Tag 28 p.i.; TUS 2 und IDEXX 2: Tag 35 p.i.; TUS 3 und IDEXX 3: ≥ 45. Tag p.i.                                             
Alle fünf Proben zeigten zum Zeitpunkt der ersten Testdurchführung, das heißt 28 Tage 
p.i., ein eindeutig positives Testergebnis an (siehe Tabelle 5). Zu diesem Zeitpunkt waren 
anlässlich der TUS-Untersuchung zwei der fünf Kühe als definitiv „nicht tragend“ befundet 
worden. Die übrigen drei erhielten die TUS-Diagnose „fraglich“. Wie in Abbildung 7 
ersichtlich, zeigten sich Unterschiede in der Farbintensität zwischen den Testergebnissen 
der Probanden. Das Ergebnis der Kuh Nr. 105 wurde mit dem Intensitätsgrad „6“ 
bezeichnet, wohingegen die Ergebnisse der anderen vier Kühe in unterschiedlicher 
Ausprägung schwächer ausfielen (Grade „5“, „5“, „4“ und „3“). Diese wurden im Abgleich 
mit den zwei Positivkontrollen des Tests bzw. nach dem eigenen Beurteilungschema als 
positiv bewertet.    
35 Tage nach der Besamung, zum Zeitpunkt der zweiten Probennahme und 
Testdurchführung, zeigten vier der fünf Proben immer noch ein positives Ergebnis an. 
Die TUS-Diagnosen hingegen lauteten jetzt ebenfalls für die drei zuvor als „fraglich“ 
befundeten Kühe: „nicht tragend“. Das Ergebnis aus der Probe der Kuh Nr. 94 zeigte 
keine Farbentwicklung und wurde demnach als negativ bewertet. Das Ergebnis aus der 
Probe der Kuh Nr. 92 zeigte im Vergleich zum ersten Testergebnis eine Woche zuvor 
keine Veränderung der Farbintensität auf. Die Ergebnisse aus den Blutproben der 
restlichen vier Kühe zeigten eine Intensitätsabnahme um eine Stufe (siehe Abbildung 7).  
Im Rahmen der Ergebniskontrolle mittels TUS ab 45 Tagen nach der Besamung konnte 
bei allen 5 Kühen die Diagnose „nicht tragend“ erwartungsgemäß bestätigt werden. Bei 




nochmals eine Blutprobe entnommen und untersucht. Bei der Kuh Nr. 51 erfolgte keine 
nochmalige Blutprobenentnahme. Zum Zeitpunkt der Ergebniskontrolle konnten 
zusätzlich zur Diagnose „nicht tragend“ innere und äußere Brunstsymptome festgestellt 
werden. Das Ergebnis bei der Kuh Nr. 10 fiel im IDEXX Visual Pregnancy Test am Ende 
der dritten Testdurchführung, am 49. Tag p.i. negativ aus. Das Ergebnis aus der dritten 
Probe von Kuh Nr. 92 fiel weiterhin falsch positiv aus; zudem unterschied sich die 
Farbintensität nicht von dem Ergebnis aus der zweiten Probe. Die Kuh Nr. 105 zeigte 
eine Farbentwicklung, welche in der detaillierten Skala mit „3“ bewertet wurde und somit 
immer noch als positiv einzustufen war. Es war zu einer Farbintensitätsabnahme im 
Vergleich zum vorherigen Ergebnis am Tag 35 p.i. von zwei Stufen gekommen, jedoch 















Tag 28 Tag 35 > 45 Tage
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Abbildung 7: Testergebnisse von fünf Kühen, welche im Laufe des Hauptversuchs am Tag 
28 p.i., teils auch noch später, falsch positive Ergebnisse aufzeigten 
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Zusammenfassend ist in Abbildung 7 ersichtlich, dass bei den Kühen Nr. 51 und Nr. 105 
eine Abnahme der Farbintensität stattgefunden hat, während bei den Kühen Nr. 10 und 
Nr. 94 zum Zeitpunkt der dritten bzw. zweiten Beprobung ein eindeutig negatives 
Ergebnis vorlag. Die Kuh Nr. 92 zeigte hingegen zu jedem Zeitpunkt der Beprobung ein 
gleichbleibendes Ergebnis. In Tabelle 6 sind die dokumentierten allgemeinen und 
fortpflanzungsrelevanten Daten dieser fünf Kühe dargestellt. Hierbei konnten keine 
Gemeinsamkeiten gefunden werden. 
Tabelle 6: Eckdaten der fünf am Tag 28 p.i. als falsch positiv zugeordneten Kühe; 
Hauptversuch (=Teilversuch 3) 
         













         
10 A HFxFV 25,0 2 W Ermut 137 Urbanus 
51 A HF 35,3 5 W Resolut 139 Vinzen 
92 A HFxFV 25,3 5 M Urbanus 113 Urbanus 
94 A HFxFV 29,7 4 M Urbanus 66 Ermut 
105 B HF 40,2 3 W Galeo 107 Jentin 
 HF = Holstein Friesian, FV = Fleckvieh, M = männlich, ML = Milchleistung, W = weiblich  
Berechnung der Gütekriterien des IDEXX Visual Pregnancy Test im Feldversuch 
Zur Berechnung der für diesen Feldversuch spezifischen Gütekriterien des IDEXX Visual 
Pregnancy Tests wurden die im Feldversuch erhaltenen Werte, welche in der folgenden 
Vierfeldertafel (siehe Tabelle 7) dargestellt sind, genutzt. 
Tabelle 7: Vierfeldertafel mit den Ergebnissen aus dem Feldversuch mit insgesamt 109 
beprobten Kühen 
Merkmal TUS + TUS - Summe 
Test + 56 5 61 
Test - 0 48 48 





Mit Hilfe der Formel 8 und der Formel 9 (siehe Kapitel 3.4.5) wurde die SEN und SPE 
berechnet. Die SEN ergab einen Wert von 1 (100%) und die SPE ergab einen Wert von 
0,9056 (90,6%). Es ist zu beachten, dass es sich hierbei um die SEN und SPE aus 
EDTA-Blut bzw. Plasmaproben (P) handelt. In Tabelle 8 werden diese Werte den 
Angaben der Herstellerfirma gegenübergestellt. 
Tabelle 8: Sensitivität (SEN) und Spezifität (SPE) für die Trächtigkeitsdiagnostik mittels 
des IDEXX Visual Pregnancy Tests am Tag 28 p.i. 
      n SEN SPE 
    
IDEXX Laboratories, Inc. (P+S) 451 99,5% 92,6% 
Feldversuch (P) 109 100% 90,6% 
   P = Plasma, S = Serum, n= Anzahl Tiere 
Die SEN wurde im Vergleich zu den Angaben von IDEXX Laboratories, Inc. in diesem 
Feldversuch übertroffen. Die SPE erreichte nicht die 92,6% der Herstellerangabe. Bei der 
SEN und SPE handelt es sich laut IDEXX Laboratories, Inc. um die Gütekriterien aus 
Plasma- (P) und Serumproben (S). Die Werte basieren auf eine Validierungsstudie, bei 
der 99,5 % der Referenztiere, deren Trächtigkeit per TUS-Untersuchung nachgewiesen 
wurde, auch bei der Verwendung des IDEXX Visueller Trächtigkeitstest positiv waren. In 
dieser Studie wurde bei 213 von 230 Tieren die Nichtträchtigkeit nachgewiesen und 
bestätigt, was einer Spezifität von 92,6% entspricht. Insgesamt wurden 451 Proben 
getestet (IDEXX Laboratories, Inc. 2013b). Mit Hilfe dieser Angaben konnte eine 
Vierfeldertafel mit folgenden Werten erstellt werden: 
Tabelle 9:  Erstellte Vierfeldertafel aus Ergebnissen der von IDEXX Laboratories, Inc. 
(2013b) durchgeführten Validierungsstudie des IDEXX Visual Pregnancy 
Tests 
Merkmal TUS + TUS - Summe 
Test + 220 17 237 
Test - 1 213 214 
Summe 221 230  451  
Auf der Grundlage der beiden Vierfeldertafel (Tabelle 7 und 9) wurden die 
Effizienzkriterien PPW, NPW, LR+, LR- und die Genauigkeit mit Hilfe der Formel 3 bis 7 
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(siehe Kapitel 3.4.5) berechnet. Sie sind in Tabelle 10 dargestellt. 
Tabelle 10: Gütekriterien Validation IDEXX Visual Pregnancy Test im Feldversuch im 
Vergleich zu berechneten Gütekriterien der Testvalidierung seitens IDEXX 
Laboratories, Inc. (2013b) 
 PPW NPW LR+ LR- Genauigkeit 
      
IDEXX Laboratories (P+S) 92,8 99,5 13,4 <0,1 96,0 
Feldversuch (P) 91,8 100 10,6 <0,1 95,4 
P = Plasma, S = Serum, PPW = positiver prädiktiver Wert, NPW = negativer prädiktiver Wert,                
LR+/- = positives/negatives Wahrscheinlichkeitsverhältnis 
Die errechneten Gütekriterien aus der Testvalidation und den Angaben von IDEXX 
Laboratories, Inc. (2013b) ergaben sehr gute Werte. Das positive bzw. negative 
Wahrscheinlichkeitsverhältnis spricht mit den Werten von >10 bzw. <0,1 für eine 
überzeugende diagnostische Evidenz. Die jeweiligen Werte der beiden Validierungen 
unterscheiden sich nur geringfügig. 
4.2.4 Teilversuch 4 – Interferenz durch postpartale bPAGs 
Die Beprobung und TUS-Untersuchung der sechs nicht tragenden Tiere fand vom 40. bis 
zum 60. Tag p.p. in einem Fünf-Tage-Intervall statt. Die Kühe, welche die 
versuchsinterne Bezeichnung X1, X2, X3, X4, X5 und X6 trugen, wurden willkürlich 
ausgewählt. Die allgemeinen und fortpflanzungsrelevanten Angaben zu ihnen sind in 
Tabelle 11 dargestellt. 
Tabelle 11: Allgemeine und fortpflanzungsrelevante Daten der sechs nicht tragenden 
Kühe zum Zeitpunkt der ersten Beprobung (40 Tage p.p.)  
interne Nr. Rasse ML(l) Lakt.Nr. Kalb ♀/♂ Vaterbulle 
      
X1 HFxFV 34,0 2 M Urbanus 
X2 HF 45,0 5 M El Pais 
X3 HF 44,6 5 W Urbanus 
X4 HF 36,5 4 W Urbanus 
X5 HFxFV 38,0 4 W Samland 
X6 HFxFV 18,9 1 M Resolut 




Die Beurteilung der Farbentwicklung erfolgte wiederum mit Hilfe des in Abbildung 6 
dargestellten versuchsinternen Beurteilungsschemas. In Tabelle 12 sind die jeweils 
ermittelten Farbintensitätsgrade dargestellt. 
Tabelle 12: Bewertung der Farbentwicklung der IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse 
Teilversuch 4; Anwendung des eigenen Beurteilungschemas  
interne Nr. 40 d p.p. 45 d p.p. 50 d p.p. 55 d p.p. 60 d p.p. 
      
X1 3 3 1 1 0 
X2 1 1 0 0 0 
X3 1 1 0 0 0 
X4 1/2 1/2 0 0 0 
X5 1/2 1/2 1   1 0 
X6 1/2 1/2 1 0 0 
 
Parallel hierzu sind in Abbildung 8 die Ergebnisse aus den EDTA-Plasmaproben der 
sechs Kühe zum Zeitpunkt 40 Tage p.p. dargestellt. Nach dem eigenen 
Beurteilungsschema fiel das Ergebnis bei Kuh X1 positiv („3“) aus. X2 und X3 zeigten ein 
negatives Ergebnis („1“); hier erfolgte eine sehr schwache Farbentwicklung. Die 
Ergebnisse von X4, X5 und X6 fielen nach dem eigenen Schema fraglich („2“) bis negativ 
(„1“) aus. Hier war also keine eindeutige Zuordnung möglich. Es folgte die nochmalige 
Beprobung 45 Tage nach dem Partus. Die Ergebnisse wiesen keine Veränderung der 
Farbentwicklung auf. Am 50. Tag p.p. fielen die Ergebnisse aus den 
EDTA-Plasmaproben von X2, X3 und X4 negativ aus. Es hatte keine sichtbare 
Farbentwicklung mehr stattgefunden. Die Ergebnisse von X1, X5, und X6 fielen nach dem 
Beurteilungschema ebenfalls negativ aus, jedoch fand man noch eine sehr geringe 
Farbentwicklung („1“) vor. Diese Ergebnisse konnten bei X1 und X5 am 55. Tag p.p. 
repliziert werden, das Ergebnis aus der Probe von X6 zeigte keine Farbentwicklung („0“) 
mehr. Am 60. Tag p.p. konnte auch bei den beiden Probanden X1 und X5 keine 
Farbentwicklung mehr beobachtet werden.  
Zusammenfassend lieferten bereits am Tag 40 fünf der sechs Blutproben ein negatives 
Testergebnis. Das Ergebnis von X1 wurde ab Tag 50 p.p. erstmals als negativ bewertet. 
Die Herstellerangabe, dass ab Tag 60 p.p. keine falsch positiven Testergebnisse durch 
Interferenz mit den PAGs der zurückliegenden Gravidität auftreten, kann anhand dieses 
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Abbildung 8:  Veranschaulichung der IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse aus 
EDTA-Plasmaproben von sechs nicht tragenden Kühen (X1 - X6) 40 Tage p.p.. 
Eine Negativkontrolle ist oben zum Vergleich mit dargestellt. 
4.2.5 Teilversuch 5 - bPAG-Nachweis tragender Kühe unter 60 Tagen p.p. 
Die sechs Tiere, welche für diesen Teilversuch ausgewählt wurden, befanden sich zum 
Zeitpunkt der ersten Untersuchung und Testdurchführung am 58. oder 59. Tag nach der 
Geburt (siehe Tabelle 13). Diese Kühe wurden bereits am 30./31.Tag p.p. wieder besamt. 
In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der jeweiligen Testzeitpunkte dargestellt. 
Bei den Kühen mit den studieninternen Nummern 12, 34, 96, 113 und 119 stimmte das 
Ergebnis der TUS-Untersuchung zu jedem Zeitpunkt mit dem Ergebnis aus dem IDEXX 




Tabelle 13: Allgemeine und fortpflanzungsrelevante Daten der sechs Kühe 
des Teilversuchs 5 zum Zeitpunkt der ersten Beprobung am 28. Tag p.i. 
          













         
12 A HFxFV 29,7 2 M Witzbold 58 Mailer FL 
34 A HF 20,4 4 W Urbanus 58 Mangfall 
96 A HF 38,1 4 M Urbanus 59 Manto 
113 A HFxFV 22,0 4 M Ermut 59 Ermut 
115 A HF 38,4 4 M Urbanus 58 Mailer FL 
119 A HFxFV 25,6 2 W Urbanus 59 Urbanus 
  HF = Holstein Friesian, FV = Fleckvieh, M = männlich, ML = Milchleistung, W = weiblich  
Tabelle 14: IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse Teilversuch 5 
Kuh TUS 1 IDEXX 1 TUS 2 IDEXX 2 TUS 3 
      
12 positiv positiv positiv positiv positiv 
34 positiv positiv positiv positiv positiv 
96 positiv positiv positiv positiv positiv 
113 negativ negativ negativ negativ negativ 
115 fraglich positiv negativ positiv negativ 
119 negativ negativ negativ negativ negativ 
   TUS 1 und IDEXX 1: Tag 28 p.i.; TUS 2 und IDEXX 2: Tag 35 p.i.; TUS 3 und IDEXX 3: ≥ 45. Tag p.i.                                              
 
Nur das Ergebnis der Nummer 115 erwies sich als falsch positiv. Das Testergebnis zeigte 
am 28. und am 35. Tag nach der Besamung ein positives Ergebnis an, welches aber im 
Vergleich zu anderen Ergebnissen heller ausfiel bzw. nach dem eigenen 
Beurteilungsschema (siehe Abbildung 6) ein Farbintensitätsgrad von „3“ aufwies. Das 
Ergebnis aus der TUS-Untersuchung erwies sich nach einer ersten fraglichen Beurteilung 
am 28. Tag sieben Tage später als negativ. Diese Diagnose wurde am 50. Tag nach der 
Besamung durch eine erneute TUS-Untersuchung bestätigt. Zu diesem Zeitpunkt zeigte 
die Kuh innere und äußere Brunsterscheinungen und wurde deshalb nachbesamt. Somit 
erwiesen sich die Ergebnisse des PAG-Tests aus den Proben der Kuh Nr. 115 insgesamt 




5.1 Ziel der Arbeit 
Unter Feldbedingungen sollten die Anwendungseignung, die Praktikabilität und vor allem 
die Gütekriterien eines blutbasierten, laborungebundenen Tests, welcher 
trächtigkeitsassoziierte Glykoproteine (PAG) im Blut von Rindern nachweist, ermittelt 
werden. Ziel des Feldversuchs war neben der Validierung des Tests auch die 
Überprüfung seiner Praxistauglichkeit im Tierarztalltag. Desweiteren wurden neben 
diesem Hauptversuch in vier weiteren Teilversuchen der Einfluss von Kühl- bzw. 
Gefrierlagerung auf die PAG-Stabilität, die Interferenz durch postpartale PAGs und der 
PAG-Nachweis tragender Kühe unter 60 Tagen p.p. untersucht. 
5.2 Kritische Betrachtung der Methoden 
5.2.1 Auswahl der Projektbetriebe und Tiere 
Das für den Hauptversuch (Teilversuch 3) in Form der Validation des blutbasierten 
Trächtigkeitstests gewählte Versuchsschema erfordete eine erste Blutprobenentnahme 
und TUS-Untersuchung am 28. Tag nach der Besamung. Um möglichst viele Tiere 
zeitgleich mittels des IDEXX Visual Pregnancy Tests (IDEXX Laboratories, Inc., 
Westbrook, ME, USA) untersuchen zu können, wurde der Bestand A mit 1200 melkenden 
Kühen ausgewählt. Hier war gewährleistet, dass sich am jeweilig ausgewählten 
Beprobungs- bzw. Untersuchungstag gleichzeitig mehrere Kühe exakt 28 Tage p.i. 
befanden. Folgerichtig wurde zur jeweilig ersten Untersuchung einschließlich 
Blutprobenentnahme der Wochentag gewählt, an dem sich die meisten Kühe 28 Tage 
p.i. befanden. Somit wurde versucht, möglichst zeiteffizient und kostensparend vor dem 
Hintergrund der Testdurchführungsdauer von mindestens 175 Minuten und der pro 
Testdurchlauf je zwei mit anzusetzenden Positiv- und Negativkontrollen (siehe 
Kapitel 3.4.3.3) zu arbeiten. Ergänzend zu den ausgewählten Kühen im Bestand A 
kamen weitere Kühe aus dem Bestand B hinzu, wenn sie sich zu dem gewählten 
Untersuchungstag ebenfalls 28 Tage p.i. befanden und ein Bestandsbesuch an diesem 
Tag eingeplant war. Aus diesen Gründen stammen nur 12 der insgesamt 109 für den 






5.2.2 Probenverarbeitung  
Die entnommenen Blutproben, welche im vorbereiteten Zustand aus Bodensatz und 
Überstand bestanden, wurden nach Entnahme von 100 µl Probenvolumen für die ersten 
beiden Teilversuche gekühlt oder tiefgefroren aufbewahrt. Es wurde durch die stets in 
aufrechter Position gelagerten Eppendorfgefäße sichergestellt, dass keine sichtbare 
Vermischung von Blutbestandteilen aus dem Bodensatz mit dem Serum- bzw. 
Plasmaüberstand stattfinden konnte. Es fand wiederholt nach unterschiedlich langer 
Lagerung bei Kühltemperatur bzw. -18°C eine erneute Entnahme von 100 µl aus dem 
Überstand statt nach Inkubation der Probe für 60 Minuten auf RT. Aufgrund des 
Bodensatzes war eine vorherige Mischung der Probe in Form von Schütteln des 
Eppendorfgefäßes nicht möglich. Stattdessen wurde bei jeder Probenentnahme darauf 
geachtet, dass aus der Mitte des Überstandes pipettiert wurde. Es wurde auf das 
Umfüllen des Überstands in ein neues Eppendorfgefäß nach dem Zentrifugieren 
verzichtet, um praxisnahe Bedingungen zu simulieren. In diesem Sinne war es das Ziel, 
möglichst zeiteffizient und materialsparend zu arbeiten.  
5.2.3 Testvorbereitung 
Während der Vorbereitung einer Testplatte für die Testdurchführung wurden nicht 
benötigte Vertiefungen innerhalb eines Streifens abgeklebt, um so eine mögliche 
Kontamination während der Testdurchführung, vor allem während der einzelnen 
Waschvorgänge, mit Probenmaterial, mit Reagenzien und/oder Waschlösung zu 
vermeiden und so eine mögliche Verfälschung folgender Testdurchführungen mit diesen 
Vertiefungen zu umgehen.  
5.2.4 Ergebnisablesung und -interpretation 
Nach Zugabe der Stopplösung in die Vertiefungen des IDEXX Visual Pregnancy Tests 
(IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) erfolgte die visuelle Ablesung. Die 
Zuordnung wurde anhand eines eigens erstellten versuchsinternen Beurteilungsschemas 
mittels der Farbintensitätsgrade „0“ bis „6“ (siehe Abbildung 6) vorgenommen. Dieses 
Beurteilungsschema wurde erstellt aufgrund der Beobachtung, dass unterschiedliche 
Ausprägungen der blauen Farbentwicklung auftreten und eine einheitliche, 
standardisierte Interpretation nach Herstellerangabe („tragend“, „nicht tragend“ und 
„zweifelhaft/verdächtig“) somit nicht exakt genug möglich ist. Die Positivkontrolle gilt im 
eigens erstellten Beurteilungsschema als Grenzwert bzw. Orientierungswert hinsichtlich 
der Ergebnisinterpretation „tragend“, „nicht tragend“ und „fraglich“ bzw. „verdächtig“. Der 
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Intensitätsgrad „3“ des Beurteilungschemas entspricht dabei der Positivkontrolle, welche 
bei jeder Testdurchführung doppelt mit angesetzt werden soll. Hier konnte zu jeder 
Testdurchführung die gleiche Farbintensität beobachtet werden. Intensitäten, welche 
schwer von der Positivkontrolle zu unterscheiden waren, wurden mit der Nummer „4“ im 
Falle einer eher stärkeren Ausprägung bzw. mit der Nummer „2“ im Falle einer eher 
schwächeren Ausprägung bezeichnet. Bei Vergabe der „4“ wurde das Ergebnis 
definitionsgemäß als tragend interpretiert, bei „2“ wurde das Ergebnis als 
fraglich/verdächtig bewertet.  Die noch stärker („5“ und „6““) bzw. noch schwächer („1“) 
ausgefallenen Farbentwicklungen wurden als „tragend“ bzw. “nicht tragend“ bewertet. Bei 
ausbleibender Farbenwicklung wurde die Nummer „0“ vergeben und als „nicht tragend“ 
interpretiert.  
Im Falle eines verdächtigen Ergebnisses ist nach Hersteller eine Nachtestung empfohlen. 
In dem eigens erstellten Beurteilungschema wird die Interpretation fraglich bzw. 
verdächtig klar einem Farbintensitätsgrad („2“) zugeordnet. Hingegen ist die 
Herstellerangabe: „Probenvertiefungen, die schwer visuell zu interpretieren waren, 
sollten als zweifelhaft/verdächtig erachtet werden“ (IDEXX Laboratories, Inc. 2013c) nicht 
eindeutig genug in Kombination mit der Angabe, dass bei Blaufärbung die Interpretation 
„trächtig“ bzw. bei keiner Blaufärbung die Interpretation „nicht trächtig“ lautet  (IDEXX 
Laboratories, Inc. 2013c) bzw. „wenn keine blaue Verfärbung zu erkennen ist und der 
Inhalt der Vertiefung der negativen Kontrolle ähnelt, wird das Tier als nicht trächtig 
erachtet“ (IDEXX Schwitzerland AG 2013).  
Die Ergebnisablesung und -interpretation erfolgte stets durch ein und dieselbe Person 
und immer im selben Raum zu gleichen Lichtverhältnissen. 
5.3 Diskussion der Versuchsergebnisse 
5.3.1 Teilversuch 1 - Einfluss von Kühllagerung auf die bPAG-Stabilität 
In diesem Teilversuch sollte überprüft werden, ob eine Kühllagerung von EDTA- und 
Serumproben sichtbaren Einfluss auf das IDEXX Visual Pregnancy Testergebnis hat. 
Dieser Versuchsansatz wurde vor dem Hintergrund durchgeführt, dass bereits 
durchgeführte Untersuchungen mit unterschiedlich lang gelagerten Proben bei RT und 
bei 37 °C von ENGELKE (2014) eine nachweisbare Einflussnahme auf die 
Testergebnisse zeigten. EDTA- und Serumblutproben tragender wie auch nicht tragender 
Kühe wurden herangezogen. Bei regelmäßigen Testdurchführungen und der 




der Probenentnahme wurden keine visuellen Farbunterschiede beobachtet. Auch im 
Falle der Proben von nicht tragenden Kühen fand keine Farbentwicklung statt. Zudem 
gab es keinen zu beobachtenden Unterschied zwischen den Testergebnissen aus der 
jeweiligen EDTA- und Serumprobe. Somit nimmt selbst eine längerfristige Kühllagerung 
bis zu drei Wochen von EDTA- und Serumproben keinen Einfluss auf die Testergebnisse 
des IDEXX Visual Pregnancy Tests.  
Untersuchungen zur bis zur siebentägigen Lagerung bei RT und 37 °C von Serum-, 
Plasma- und Vollblutproben durch ENGELKE (2014) ergaben einen Anstieg der OD nach 
bereits einem Lagerungstag. Die OD wurde im Zuge des in den Untersuchungen von 
ENGELKE (2014) angewendeten IDEXX Bovine Pregnancy Tests (IDEXX Laboratories, 
Inc., Westbrook, ME, USA) photometrisch am Ende der Testdurchführung gemessen. Die 
initial erhöhten OD-Werte blieben über einen Zeitraum von insgesamt sieben Tagen im 
Falle der RT-Lagerung konstant und somit höher als der OD-Wert der jeweilig frischen 
Probe am Tag 0. ENGELKE (2014) schlussfolgerte, das der initial erhöhte OD-Wert 
möglicherweise darin begründet liegt, dass durch die ungekühlte Lagerung Proteasen 
aktiviert und/oder aus zerstörten Blutzellen im Falle der Vollblutproben freigesetzt werden 
und eine PAG-Fragmentierung verursachen. Die PAG-Fragmente werden wiederum 
durch Anti-PAG-AK erkannt und es kommt zu einem initial erhöhten OD-Wert. Die 
eigenen Untersuchungsergebnisse dieses Teilversuchs stützen die Hypothese der 
PAG-Fragmentierung von ENGELKE (2014) mit der Annahme, dass durch die gekühlte 
Lagerung der Plasma- und Serumproben keine Proteasenaktivierung und im Zuge 
dessen auch keine PAG-Fragmentierung stattfindet. Des Weiteren zog ENGELKE (2014) 
für die Vollblutproben eine Kreuzreaktion der Anti-PAG-AK mit Zellbestandteilen in 
Betracht. In diesem Teilversuch kann es aufgrund der Probenverarbeitung und -
aufbewahrung nicht sicher ausgeschlossen werden, dass es zu einer Vermischung von 
Zellbestandteilen des Bodensatzes mit dem Plasma bzw. Serum gekommen ist. Jedoch 
sprechen die unbeeinflussten positiven sowie negativen optisch zugeordneten 
Testergebnisse über einen Zeitraum von 21 Tagen nicht für eine einflussnehmende 
Kreuzreaktion der Anti-PAG-AK mit Zellbestandteilen. Die replizierbaren negativen 
Testergebnisse unterstützen die These der nicht vorhandenen Kreuzreaktion der 
Anti-PAG-AK am eindrucksvollsten in diesem Teilversuch. 
STAHMANN et al. (2012) beobachteten im Gegensatz zu den Ergebnissen von 
ENGELKE (2014) in Proben, welche drei Stunden lang auf 8 °C, 20 °C und 40 °C 
aufgewärmt wurden, nur geringfügige, nicht signifikante Abweichungen vom 
PAG-Messwert einer Vergleichsprobe, welche im Kühlschrank aufbewahrt wurde. Dies 
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liegt höchstwahrscheinlich in der nur kurzen Inkubationsphase von drei Stunden 
begründet, im Vergleich zur ein bis sieben Tage langen Lagerungsdauer im Versuch von 
ENGELKE (2014). 
5.3.2 Teilversuch 2 – Einfluss von Gefrierlagerung auf die bPAG-Stabilität 
Vor dem Hintergrund der bereits durchgeführten PAG-Stabilitätsversuche nach 
Gefrierlagerung durch ENGELKE (2014) und STAHMANN et al. (2013) sollten 
Testergebnisse des IDEXX Visual Pregnancy Tests aus EDTA- und Serumproben, 
welche wiederholt bei -18 °C gelagert wurden, beurteilt werden.  
Die EDTA- und Serumproben stammten bewusst von drei verschieden lang tragenden 
und von drei nicht tragenden Kühen. Nach rezidivierenden Ein- und Auftauprozessen 
(Tag 1, Tag 7, Tag 14 und am Tag 21) konnten die negativen Ergebnisse der nicht 
tragenden Tiere über jegliches Ausbleiben einer Blaufärbung zu jedem Testzeitpunkt der 
EDTA- und Serumproben repliziert werden. Die Testergebnisse der drei unterschiedlich 
lang tragenden Kühe zeigten am Tag 0, also direkt nach der Probennahme, ein positives 
Ergebnis an. Insgesamt betrachtet konnte bei allen drei tragenden Kühen, wenn man die 
Ergebnisse am Tag 0 und 21 miteinander vergleicht, eine geringgradige Abnahme der 
Farbintensität im Verlaufe des Versuchs beobachtet werden.  
Dies spricht für die von STAHMANN et al. (2013) vermutete Alteration von 
PAG-Molekülen durch den Gefrierprozess und die damit einhergehende 
PAG-Konzentrationsabnahme. STAHMANN et al. (2013) beobachteten in Blutproben von 
65 Milchkühen, welche drei bis 28 Wochen lang tragend waren, dass das Einfrieren der 
Blutproben Einfluss auf die Testergebnisse aus dem Serumüberstand nahm: Bei 
niedrigen initialen PAG-Konzentrationen wurde nach dem Gefrierprozess ein 
Konzentrationsanstieg verzeichnet. Hingegen nahm die PAG-Konzentration nach 
Gefrieren bei initial hohen Konzentrationen ab. Im Falle der Konzentrationsabnahme 
wurde von STAHMANN et al. (2013) die Hypothese aufgestellt, dass eine Alteration der 
PAG-Moleküle durch den Gefriervorgang stattfindet. Im Falle des Anstiegs wird laut 
zitierten Autoren durch den Vorgang der Sublimation eine PAG-Konzentrationserhöhung 
herbeigeführt. Die Sublimation beschreibt den unmittelbaren Übergang eines Stoffes vom 
festen in den gasförmigen Aggregatzustand, ohne sich vorher zu verflüssigen 
(MACNAUGHT und WILKINSON 1997).  
Die Ergebnisse der eigenen Studie zeigten hingegen Farbintensitätsvariationen in Form 
von Intensitätszunahmen, aber auch -abnahmen. Diese Schwankungen können zum 




eine Intensitätsabnahme herbeiführen würde. Zum anderen, im Falle der 
Konzentrationszunahme, in dem von STAHMANN et al. (2013) beschriebenen Prozess 
der Sublimation, welche in unterschiedlicher Ausprägung stattgefunden haben könnte. 
Ferner muss auch die Art der bereits erwähnten Probenvorbereitung beachtet werden 
(siehe Kapitel 5.2.2). Es wurde aufgrund des vorhandenen Bodensatzes im jeweiligen 
Eppendorfgefäß von einer Mischung der Probenfraktionen in Form von Schütteln 
abgesehen. Stattdessen wurde immer aus der Mitte des Überstandes pipettiert. Diese 
Vorgehensweise ist zu unpräzise, um ein möglicherweise entstandenes 
PAG-Konzentrationsgefälle nach Lagerung innerhalb des Überstandes als Ursache für 
die Farbintensitätsunterschiede auszuschließen.  
Zusammenfassend scheint für die Farbintensitätsvariationen der Proben der Kühe Nr. 1 
und 2 eine Kombination aus einer initialen Alteration von den PAG-Molekülen und einer 
späteren in unterschiedlicher Ausprägung stattfindenden Sublimation am 
wahrscheinlichsten verantwortlich zu sein. Es kam jedoch trotz der beobachteten 
Farbentwicklungsvariationen nicht zu falsch positiven oder falsch negativen 
Testinterpretationen. 
Es fanden übereinstimmend mit Teilversuch 1 selbst nach wiederholten Auftau- und 
Einfriervorgängen augenscheinlich keine Kreuzreaktionen mit Zellbestandteilen oder 
anderen Molekülen statt. Auch die beobachteten Auswirkungen der Gefrierlagerung auf 
positive Testergebnisse waren keinesfalls so gravierend, dass ein falsch negatives 
Ergebnis hieraus resultiert hätte. 
Die initial erhöhten OD-Werte in der PAG-Stabilitätsuntersuchung unter RT und 37° C 
von ENGELKE (2014) (siehe Kapitel 5.3.1) könnten aufgrund des von ihr gewählten 
Lagerungsverfahrens bis zur gemeinsamen Messung auch in dem von STAHMANN et 
al. (2013) beschriebenen Prozess der Sublimation begründet liegen. Die Serum-, 
Plasma- und Vollblutproben wurden nämlich nach ein bis sieben Tagen RT-Lagerung bis 
zur gemeinsamen Analyse tiefgefroren gelagert. Also kann vermutet werden, dass die 
von ENGELKE (2014) beobachtete PAG-Konzentrationserhöhung neben der 
RT-Lagerung aus der Gefrierlagerung durch den obengenannten Prozess der 
Sublimation resultiert. Ebenfalls ist denkbar, dass der Effekt der PAG-Fragmentierung 
durch Proteasen, wie von ENGELKE (2014) vermutet, mit dem von STAHMANN et al. 
(2013) vermuteten Vorgang der Sublimation korreliert. 
Zusammenfassend belegen die beiden Teilversuche, dass trächtigkeitsassoziierte 
Glykoproteine eine belastbare Haltbarkeit im Blut besitzen. Es konnte gezeigt 
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werden, dass es über einen Zeitraum von bis zu 21 Tagen nicht zu einer 
Beeinflussung der IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse kam.  
Ergänzend ist zu erwähnen, dass die initialen Testergebnisse der drei tragenden Kühe 
am Tag null Unterschiede in ihrer Farbintensität aufzeigten (siehe Abbildung 4). Dieses 
Phänomen, dass die Farbintensität des Ergebnisses von Kuh Nr. 3, welche 100 Tage 
lang tragend war, entgegen der Physiologie einer ansteigenden bPAG-Konzentration 
(SASSER et al. 1986, ZOLI et al. 1992b, MIALON et al. 1993, PATEL et al. 1997, GREEN 
et al. 2005, SHAHIN et al. 2014) wider Erwarten niedriger ausfiel als die der zwei Kühe, 
welche 29 bzw. 30 Tage tragend waren, kann weder mit einem eingetretenen Fruchttod, 
mit dem Geschlecht oder der Rasse des Kalbes, der Größe und Rasse des Muttertieres 
(GUILBAULT et al. 1991, ZOLI et al. 1992b, MIALON et al. 1993, THOMPSON et al. 
2010), dem verwendeten Besamungsbullen (KIRACOFE et al. 1993, LÓPEZ-GATIUS et 
al. 2007a, MERCADANTE et al. 2013), noch mit den Umgebungstemperaturen zum 
Zeitpunkt der Besamung erklärt werden (SERRANO et al. 2009, GARCIA-ISPIERTO et 
al. 2013). LÓPEZ-GATIUS et al. (2007a) und RICCI et al. (2015) wiesen eine negative 
Korrelation der Milchleistung und der bPAG-Konzentration nach. Die drei Kühe 
unterschieden sich zum Beprobungszeitpunkt nicht in ihrer Milchleistung (33,1l, 32,3l und 
30,7l). Jedoch könnte in den 100 TT, im Vergleich zu 29 und 30 TT, ein negativer Effekt 
auf die PAG-Konzentration stattgefunden haben, und somit kann die negative Korrelation 
nicht sicher ausgeschlossen werden.  
Neben den potentiellen von der Kuh ausgehenden Ursachen müssen auch Faktoren, 
vom Testsystem ausgehend, in Betracht gezogen werden. In Abhängigkeit vom 
Trächtigkeitsstadium existieren unterschiedliche Expressionsmuster der einzelnen 
bPAGs (GREEN et al. 2000, PATEL et al. 2004b, TELUGU et al. 2009, TOUZARD et al. 
2013). Die Mikrotiterplatte des IDEXX Visual Pregnancy Tests (IDEXX Laboratories, Inc., 
Westbrook, ME, USA) ist jeweils mit monoklonalen anti-PAG-AK beschichtet, welche 
gegen eine PAG-55 Proteinfraktion gerichtet sind, welche PAG-4, -6, -9, -16, -18, und -19 
beinhalten (MATHIALAGAN et al. 2009). PATEL et al. (2004b) zeigten auf, dass das 
bPAG-9 vermehrt am Anfang der Trächtigkeit exprimiert wird, wohingegen das bPAG-1 
in den letzten zwei Trimestern der Trächtigkeit ein hohes Transkriptaufkommen aufzeigt. 
Somit kann vermutet werden, dass möglicherweise in der fortgeschrittenen Trächtigkeit 
vermehrt andere PAGs gebildet werden als die, gegen die die Anti-PAG-Antikörper des 
Tests gerichtet sind. Somit kommt es vermutlich zu einer geringeren Farbentwicklung, 
weil weniger PAGs vorliegen, gegen die die Anti-PAG-AK gerichtet sind, dafür mehr von 




Ferner ist ein Fehler in der Testdurchführung denkbar, aber unwahrscheinlich aufgrund 
des gleichzeitigen Ansatzes der drei EDTA- und Serumproben in einer Testdurchführung. 
Zusammenfassend scheint die Anti-PAG-AK-Hypothese möglich im Vergleich zu den 
faktorenabhängigen individuellen Variationen, welche auch von anderen Autoren 
beschrieben wurden. Um diese Hypothese jedoch zu stützen bzw. die genaue Ursache 
dieses Phänomens zu ermitteln, bedarf es weiterer Untersuchungen.  
5.3.3 Teilversuch 3 – Hauptversuch 
Der Hauptversuch beinhaltete die Anwendung und Prüfung des IDEXX Visual Pregnancy 
Tests (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) zur Trächtigkeitsdiagnose unter 
Feldbedingungen am 28. und 35. Tag nach der Besamung im Vergleich zur zeitgleichen 
Anwendung der TUS-Untersuchung als Goldstandard (GS). Dabei sollte auch die 
Anwendungseignung im Praxisalltag beurteilt werden. Die TUS-Untersuchung als GS 
erreicht Literaturangaben zufolge in verschiedenen Studien eine SEN von bis zu 100% 
am 29. TT (ROMANO et al. 2006) und laut SILVA et al. (2007) eine SPE von bis zu 97,3% 
bei einer TUS-Untersuchung am Tag 27. Die SPE fällt im Vergleich zur SEN niedriger 
aus aufgrund der relativ hohen Inzidenz an SEM während des zweiten 
Trächtigkeitsmonats und daraus resultierenden falsch positiven Ergebnissen (QUINTELA 
et al. 2012). Dieser Problematik wurde durch das gewählte Versuchsschema Rechnung 
getragen, indem eine zweite und dritte Untersuchung jeweils am 35. TT und zwischen 
dem 45. und 55. TT veranlasst wurde.  
Von den 109 dreimalig transrektal sonografisch untersuchten Kühen waren 56 tragend 
(51,4%) und 53 nicht tragend (48,6%). Es wurde aus Plasmaproben eine SEN von 100% 
und eine SPE von 90,6% erreicht bei fünf falsch positiven Ergebnissen am Tag 28. Der 
PPW betrug 91,8 % bei einem NPW von 100%. Der Hersteller IDEXX Laboratories, Inc. 
(2013b) erhielt in einem selbst durchgeführten Feldversuch mit 451 beprobten Kühen, 
von denen bei 221 (49%) per TUS-Untersuchung eine Trächtigkeit nachgewiesen wurde 
und bei 230 (51%) keine Trächtigkeit vorlag, eine SEN von 99,5% und eine SPE 92,6%. 
In dieser Studie lagen neben einem falsch negativen Ergebnis 17 falsch positive 
Ergebnisse vor. Der PPW betrug somit 92,8% und der NPW 99,5%. RICCI et al. (2015) 
testeten die laborgebundene Variante, den IDEXX Bovine Pregnancy Test (IDEXX 
Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) in 141 laktierenden HF-Kühen, von denen am 
Tag 32 p.i. 84 als tragend (59,6 %) und 57 als nicht tragend (40,4%) mittels TUS 
diagnostiziert wurden. Die Gütekriterien für den PAG-ELISA aus Plasmaproben 
erreichten im Falle der SEN und SPE 100% bzw. 87%, und der PPW und NPW betrugen 
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84% bzw. 100%. Die Falsch-Positiv-Rate lag somit bei 13%. Laut ALTMAN und BLAND 
(1994b) liefern SEN und SPE keine Informationen über die Wahrscheinlichkeit, mit der 
der Test insgesamt eine korrekte Diagnose liefert. Stattdessen liefern die 
Vorhersagewerte PPW und NPW die Wahrscheinlichkeiten, ob ein positives Ergebnis 
wirklich positiv ist bzw. ob ein negatives Ergebnis wirklich negativ ist.  
Der PPW und der NPW basieren auf der Prävalenz. Die Prävalenz beschreibt in diesen 
Studien den Anteil an tragenden Kühen der bewerteten bzw. beprobten Population. Im 
Falle eines Anstieges der Prävalenz in einer Population steigt der PPW, der NPW fällt 
(ALTMAN und BLAND 1994b, EUSEBI 2013). Übertragt man diesen Sachverhalt nun auf 
die Ergebnisse des eigenen Hauptversuchs im Vergleich zu den beiden zuletzt 
genannten Feldstudien von Hersteller und RICCI et al. (2015), so unterscheidet sich die 
Prävalenz von 59,6 % der Studie von RICCI et al. (2015) deutlich von der Prävalenz von 
51,4% dieser Studie. Im Zuge dessen sind die Gütekriterien nur bedingt vergleichbar 
aufgrund des mit einem Anstieg der Prävalenz verbundenen Anstiegs des PPW im Falle 
der Studie von RICCI et al. (2015). Die im Feldversuch des Herstellers aufgetretene 
Prävalenz von 49% liefert jedoch eine gute Vergleichsgrundlage für die obigen 
Gütekriterien. Die SEN dieser Studie wurde, verglichen mit dem Feldversuch von IDEXX 
Laboratories, Inc. (2013b), übertroffen aufgrund des Nichtauftretens von falsch negativen 
Ergebnissen und der damit erreichten SEN von 100% bzw. des NPW von 100%.  
Ursachen für die falsch positiven Testergebnisse 
Vor dem Hintergrund, dass ZOLI et al. (1992b) in sieben von 30 beprobten unbesamten 
Färsen und in drei von 20 beprobten Bullen mittels RIA-497 bPAG-Konzentrationen bzw. 
bPAG-ähnliche Proteine nachgewiesen haben, ist es nicht sicher auszuschließen, dass 
falsch positive Ergebnisse durch eine im Blut zirkulierende bPAG-Basalkonzentration 
verursacht werden können. Auch GREEN et al. (2005) wiesen in fünf von 42 Kühen am 
Tag 15 p.i., also vor dem Zeitpunkt der Implantation, eine messbare PAG-Konzentration 
nach.  
Allerdings kann aufgrund der zwei- bis dreimaligen Ergebniskombination aus 
Testverfahren und der TUS-Untersuchung als GS die Hypothese aufgestellt werden, 
dass ein embryonaler Fruchttod in Form einer FEM (<25 Tage p.i.) oder SEM (>25 Tage 
p.i.) stattgefunden hat und im Zuge dessen bereits produzierte PAGs der etablierten, aber 
nicht mehr intakten Trächtigkeit ein falsch positives Ergebnis herbeigeführt haben. Bei 
drei der fünf Kühe, deren IDEXX Visual Pregnancy Testergebnisse als falsch positiv 




Ergebnis vor. Die Befunde deuten darauf hin, dass ein embryonaler Fruchttod im Gange 
war. Untersuchungen mittels des IDEXX Milk- und Bovine Pregnancy Tests (IDEXX 
Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) durch RICCI et al. (2015) offenbarten, dass 
Trächtigkeitsabbrüche erst mit einer Verzögerung von sieben bis 14 Tagen detektiert 
werden. Mittels gleichem Testverfahren beobachteten GIORDANO et al. (2012) nach 
Trächtigkeitsabbrüchen am 39. TT, dass die Serum-PAG-Konzentration erst fünf bis 
sieben Tage später wieder auf Basalwerte abgesunken ist. POHLER et al. (2013) 
beobachtete nach PGF2α -Gabe zwischen dem 32. und 36. TT eine HWZ von 35,8 ± 21,9 
Stunden. Andere Studien zu experimentellen Trächtigkeitsabbrüchen ergaben 
PAG-Halbwertszeiten von 2,7 bis 7 Tagen (SEMAMBO et al. 1992, SZENCI et al. 2003).   
Die fünf falsch positiven Ergebnisse in der eigenen Untersuchung zeigten hinsichtlich der 
jeweiligen Farbentwicklung zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten (28, 35 und 
>45 Tage p.i.) unterschiedliche Verläufe (siehe Abbildung 7). Für vier der fünf Kühe 
konnte insgesamt betrachtet eine abnehmende blaue Farbentwicklung beobachtet 
werden, was für abnehmende PAG-Konzentrationen spricht. Bei einer Kuh trat bereits 
zum zweiten (35 Tage p.i.) Untersuchungszeitpunkt ein richtig negatives Testergebnis 
auf, wobei die Ergebnisse der anderen vier Kühe wiederholt falsch positiv lauteten. 
Individuell verschiedene Konzentrationsmengen zum Zeitpunkt des angenommenen 
Fruchttodes (HUMBLOT 2001, PERÉNYI et al. 2002a) könnten für die sich 
unterscheidenden Farbintensitäten der fünf falsch positiven Ergebnisse am Tag 28 p.i. 
verantwortlich gewesen sein (siehe Abbildung 7).  
Ferner muss eine Interferenz durch postpartale PAGs der zurückliegenden Gravidität als 
Ursache für die falsch positiven Ergebnisse mit in Betracht gezogen werden. Betrachtet 
man die Ergebnisse der Kuh Nr. 94 (siehe Abbildung 7), welche sich zum ersten 
Beprobungszeitpunkt erst 66 Tage p.p. befand, so fällt auf, dass das Ergebnis am Tag 28 
im Vergleich zu den anderen falsch positiven Ergebnissen schwächer, aber positiv 
ausfällt, weil laut Herstellerdefinition eine sichtbare Blaufärbung eingetreten ist. Diese 
Farbreaktion könnte neben einem früh eingetretenen Fruchttod durch noch in geringer 
Konzentration vorgelegene „Rest-PAGs“ der vorhergehenden Trächtigkeit verursacht 
worden sein.  
Vier der fünf Kühe mit falsch positivem Ergebnis befanden sich alle mindestens 107 Tage 
nach der Geburt. Vor dem Hintergrund verschiedener Untersuchungsergebnisse (ZOLI 
et al. 1992b, KIRACOFE et al. 1993, MIALON et al. 1993, SOUSA et al. 2003) ist trotz 
der mindestens 15 Wochen p.p. dieser vier Kühe die Möglichkeit der Interferenz durch 
postpartale PAGs auch hier nicht gänzlich auszuschließen, aber unwahrscheinlich. 
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Laut KLISCH et al. (2006) könnten die unterschiedlich ermittelten postpartalen HWZ in 
den unterschiedlichen verwendeten Testverfahren der Autorengruppen begründet liegen: 
Verschiedene PAGs bzw. PAG-Kombinationen, welche ihrerseits unterschiedliche 
Glykosylierungsmuster besitzen, könnten die jeweilige HWZ beeinflussen. In dieser 
Hinsicht wurden im Teilversuch 4 dieser Arbeit mittels des IDEXX Visual Pregnancy Tests 
(IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) Proben von Kühen im postpartalen 
Zeitraum untersucht, um die Interferenz durch „Rest-PAGs“ testspezifisch bewerten zu 
können (siehe Kapitel 5.3.4).  
Aufgrund der rein visuellen Auswertung der Testergebnisse ist es nicht möglich, 
Aussagen zur HWZ noch zur PAG-Konzentration zu machen. Um eine standardisierte 
Beurteilung und Interpretation der Testergebnisse während der Testauswertung zu 
gewährleisten, wurde das eigens erstellte Beurteilungsschema (siehe Abbildung 6) 
entwickelt und angewendet. Die Positivkontrolle mit der Nummer „3“ diente hierbei als 
der Intensitätsgrad, der als Grenzwert bzw. Orientierungswert zwischen den vom 
Hersteller genannten Interpretationsmöglichkeiten „tragend“, „nicht tragend“ und 
„zweifelhaft/verdächtig“ bzw. „fraglich“ diente. Vor dem Hintergrund, dass nahezu alle 
richtig positiven Ergebnisse im Versuch mit einem Intensitätsgrad von „5“ oder „6“ 
bewertet wurden, kann hier die Hypothese aufgestellt werden, dass wenn die 
Positivkontrolle vom Hersteller farbintensiver gestaltet worden wäre, es bei Anwendung 
des eigenen Beurteilungschemas weniger falsch positive Ergebnisse gegeben hätte. 
Zwei der fünf falsch positiven Ergebnisse zeigten nämlich am Tag 28 p.i. Intensitätsgrade 
von „3“ und „4“ an, welche bei einer farbintensiveren Positivkontrolle im 
Farbintensitätsbereich „4“ bis „5“, als fraglich/verdächtig bewertet worden wären. Das 
hätte eine Nachtestung zur Folge gehabt. Die Gefahr eines falsch negativen Ergebnisses 
aufgrund einer farbintensiveren Gestaltung der Postivkontrolle kann nach den hier 
vorliegenden Testergebnissen sicher ausgeschlossen werden.  
Hinsichtlich des Zeitpunktes der Nachttestung im Falle eines fraglichen Ergebnisses 
werden ebenfalls keine konkreten Angaben seitens des Herstellers gemacht. Vor dem 
Hintergrund, dass bei zwei der fünf am Tag 28 p.i. als falsch positiv getesteten Kühe auch 
am 47. bzw. 49. Tag p.i. immer noch ein falsch positives Ergebnis vorlag (siehe Abbildung 
7), wird ersichtlich, dass eine Nachuntersuchung mittels des IDEXX Visual Pregnancy 
Tests unter 50 Tagen p.i. nicht empfohlen werden kann. Hier sollte auf eine 





Die Herstellerangaben, dass bei sichtbarer Blaufärbung eine Trächtigkeit, bei keiner 
Farbentwicklung eine Nichtträchtigkeit und bei schwerer visueller Interpretation eine 
Nachtestung empfohlen wird, beinhalten keinen konkreten Hinweis ab wann ein Ergebnis 
als „schwer visuell zu interpretieren“ (IDEXX Laboratories, Inc. 2013c, IDEXX 
Schwitzerland AG 2013) ist.  Somit wird ersichtlich, dass ein Beurteilungsschema und 
eine farbintensivere Positivkontrolle unbedingt notwendig sind, um eine standardisierte 
Beurteilung und Interpretation zu gewährleisten und damit die Zahl falsch positiver 
Ergebnisse zu verringern bzw. falsch positive Ergebnisse korrekterweise als 
verdächtig/fraglich einstufen zu können. 
Fehler während der Testdurchführung und Fehler im Testsystem als Ursache für falsch 
positive Testergebnisse müssen auch in Erwägung gezogen werden. Dagegen spricht, 
dass vier der fünf falsch positiven Ergebnisse ein- bis zweimalig repliziert werden 
konnten, was Fehler während der Testdurchführung weitestgehend ausschließt. Fehler 
vom Testsystem ausgehend könnten in möglichen Kreuzreaktionen der verwendeten 
Anti-PAG-AK mit anderen Substanzen begründet liegen. Laut DAVIES (2005a) sind 
Kreuzreaktionen und unspezifische Bindungen in Singleplex-Immunoassays wie ELISAs 
gut untersucht, dennoch ist es nicht möglich, diese sicher auszuschließen.  
Sandwich ELISAs, wie der IDEXX Visual Pregnancy Test, beinhalten die effektive 
Strategie durch die Bindung zweier unterschiedlicher Epitope des nachzuweisenden 
Antigens (AG) durch zwei unterschiedliche AK (IDEXX Laboratories, Inc. 2013a) 
Nachteile aus möglichen Kreuzreaktionen abzumildern (DAVIES 2005b, JUNCKER et al. 
2014). Ein erster „capture“-AK (cAK) immobilisiert und konzentriert das nachzuweisende 
AG, während eine gleichzeitige Bindung eines markierten Detektor-AK die Bindung in ein 
Signal umwandelt (DAVIES 2005b, JUNCKER et al. 2014). Im Falle des IDEXX Visual 
Pregnancy Tests ist der Detektor-AK unmarkiert bzw. ungekoppelt, und es findet in einem 
zusätzlichen Schritt die Zugabe eines dritten enzymgekoppelten AK statt, welcher an den 
Detektor-AK bindet und die Bindung in ein nachweisbares Signal umwandelt. Eine 
einzelne Kreuzreaktion oder nicht spezifische Bindung mit dem cAK führt somit nicht zu 
einem nachweisbaren (falsch positiven) Ergebnis, weil der Detektor-AK idealerweise 
nicht an das kreuzreagierende Substrat bindet (DAVIES 2005b, JUNCKER et al. 2014). 
Laut DAVIES (2005a) liegt dann eine negative Interferenz vor, weil die gemessene 
Analyt-Konzentration sinkt. Für eine sichtbare Kreuzreaktion, also einem falsch positiven 
Ergebnis bzw. einer auftretenden positiven Interferenz durch Signalbildung 
bzw. -verstärkung (DAVIES 2005a), sind zwei gleichzeitig vorliegende falsche 
Bindungsereignisse durch cAK und Detektor-AK an das kreuzreagierende Substrat 
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erforderlich. Die Wahrscheinlichkeit dafür ist als sehr gering einzuschätzen (DAVIES 
2005b, JUNCKER et al. 2014). Somit sind Fehler vom Testsystem ausgehend als 
Ursache für falsch positive Ergebnisse in dieser Studie ebenfalls sehr unwahrscheinlich.  
Es kann aus den eigenen Untersuchungsergebnissen geschlussfolgert werden, 
dass ein embryonaler Fruchttod am wahrscheinlichsten als Ursache für die falsch 
positiven Ergebnisse zum Zeitpunkt 28 Tage p.i., teils auch noch später, angesehen 
werden muss, neben einer nicht gänzlich auszuschließenden Interferenz durch 
postpartale PAGs der zurückliegenden Trächtigkeit. 
Praktikabilität und Anwendungseignung 
Der IDEXX Visual Pregnancy Test als laborungebundener Vor-Ort-Test wurde für die 
Anwendung in der Tierarztpraxis konzipiert und wird als zeit- und kostensparende 
Fruchtbarkeitsmanagementlösung von IDEXX Laboratories, Inc. (2013b) beworben. Es 
werden keine besonderen Laborgeräte dafür benötigt. Voraussetzung für die 
Anwendbarkeit des Tests in praxi ist bei der Verwendung von EDTA-Proben lediglich eine 
Zentrifuge. Aufgrund des geringen Probenvolumens, welches benötigt wird, ist eine 
Zentrifugation von Blutproben noch nicht einmal zwingend erforderlich. Sofern sie nach 
der Entnahme in aufrechter Position gelagert werden und die Blutgerinnung 
stattgefunden hat, können aus dem sich so ohne Zentrifugation ergebenen Überstand die 
100 µl Serum entnommen werden. Zusätzlich werden für die Herstellung der benötigten 
Waschlösung ein Messzylinder, destilliertes Wasser und eine Waschflasche benötigt. 
Darüber hinaus wird ein Kurzzeitwecker für die exakte Einhaltung der Inkubationszeiten 
benötigt. Diese zusätzlich benötigten Materialen verursachen keinen hohen 
Kostenaufwand. 
Bei Vorliegen der Serum- oder Plasmaproben dauert es mindestens 175 Minuten, bis ein 
Testergebnis abgelesen werden kann. Sie setzen sich aus mindestens 60 Minuten 
Vorbereitungszeit, 105 Minuten Durchführungszeit und aus fünf bis zehn Minuten 
Auswertung zusammen. Die 60 Minuten Vorbereitungszeit beinhalten die Inkubation des 
Testkits bei RT und währenddessen die Beschriftung und Zentrifugation der 
Plasmaproben, Vorbereitung des Testprotokolls und die Vorbereitung der Testplatte. Je 
nach Anzahl der zu untersuchenden Proben, wird die benötigte Anzahl an Streifen zu 
acht Vertiefungen von der beschichteten Platte entnommen und in einen Plattenrahmen 
platziert. Es werden so viele Vertiefungen wie Proben benötigt plus vier Vertiefungen für 
eine jeweils doppelt mit anzusetzende Negativ- und Positivkontrolle. Nicht benötigte 




mit Tesafilm abgeklebt, um so eine Kontamination mit Probenmaterial oder Reagenzien 
zu verhindern und eine mögliche Verfälschung der nächsten Testdurchführung zu 
umgehen. Aufgrund der manuell durchgeführten Waschvorgänge konnte trotz sorgfältiger 
Arbeitsweise nicht immer ausgeschlossen werden, dass bei Zugabe, Entfernen und 
Ausklopfen der Platte auf Zellstoff eine Verunreinigung von nicht verwendeten 
Probenvertiefungen stattfindet. Aufgrund der pro Testlauf doppelt mit anzusetzenden 
Positiv- und Negativkontrollen gehen die hierfür benötigten Probenvertiefungen für Tests 
verloren. Folglich verringert sich die maximal zu untersuchende Probenanzahl pro Testkit 
mit der Häufigkeit der Testdurchführung. Somit steigt der Preis pro 
Trächtigkeitsuntersuchung, je kleiner sich die Probenzahl pro Durchführung gestaltet 
(von 2,16 € auf bis zu 4,14* €/Trächtigkeitsuntersuchung - *bei min. vier Proben pro Test-
durchführung). Vor diesem Hintergrund erscheint es am günstigsten, große 
Probenanzahlen in einem Testdurchlauf zu untersuchen. 
Die 105 Minuten Testdurchführungszeit setzen sich aus drei einzuhaltenden 
Inkubationszeiten á 30 Minuten und einer Inkubationszeit á 15 Minuten zusammen. Diese 
Inkubationszeiten sind laut Herstellerangabe mit einer Variation von maximal zwei 
Minuten länger oder kürzer einzuhalten. Während der Durchführung fand die parallele 
Dokumentation der verrichteten Schritte statt. Die Auswertungszeit dauert je nach 
Probenzahl weitere fünf bis zehn Minuten.  
Parallel zu einer Testdurchführung waren keine zeitraubenden Nebentätigkeiten 
aufgrund der einzuhaltenden Inkubationszeiten möglich.  Die einzelnen schrittweise 
hinzuzufügenden Reagenzien konnten mittels der mitgelieferten Tropferspitzen sehr gut 
dosiert werden. Durch die Verwendung des Testprotokolls (nicht im Testkit enthalten) 
wurden die Zeitpunkte der Reagenzien-Zugabe dokumentiert und somit Fehler, wie 
beispielsweise Zeitverzug, falsche oder doppelte Reagenzien-Zugabe und 
versehentliches Vergessen eines Arbeitsschrittes sicher vermieden.  
Der in dieser Studie ermittelte Zeitaufwand von fast drei Stunden für einen Testdurchlauf 
setzte sich größtenteils aus „passiven“ Inkubationszeiten zusammen, welche keine aktive 
Arbeitsverrichtung erfordern. Vor diesem Hintergrund darf der Zeitaufwand nicht mit dem 
Arbeitsaufwand gleichgestellt werden. Hierbei muss der Zeit- bzw. Arbeitsaufwand für die 
Blutprobenentnahme noch addiert werden. 
Der IDEXX Visual Pregnancy Test ist hinsichtlich der Praktikabilität, insgesamt 
betrachtet, ein ohne zusätzlich benötigte ELISA-Geräte gut in der Praxis 
durchzuführender Test, der sich jedoch in Hinsicht auf die mindestens 
175 benötigten Minuten zeitaufwendig gestaltet.  
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Zudem steigt der Preis pro Test, je kleiner sich die Probenzahl pro 
Testdurchführung gestaltet.  Vor diesem Hintergrund kann die Testanwendung nur 
für große Tierarztpraxen empfohlen werden, wo in kurzer Zeit eine Vielzahl an 
Proben anfällt und zudem Personal ausschließlich für die Testdurchführung zur 
Verfügung steht und dementsprechend abgestellt werden kann. 
5.3.4 Teilversuch 4 - Interferenz durch postpartale bPAGs 
Vom Zeitpunkt der Geburt an kommt es nach einem Konzentrationshoch zum Partus zu 
einer transienten Konzentrationsabnahme der bPAGs im maternalen Blut (SASSER und 
RUDER 1987, KIRACOFE et al. 1993, MIALON et al. 1993, SOUSA et al. 2003, GREEN 
et al. 2005, HAUGEJORDEN et al. 2006). Laut Herstellerangabe zeigen Kühe ab 
60 Tagen nach der Abkalbung negative Testergebnisse im IDEXX Visual Pregnancy Test 
(IDEXX Laboratories, Inc. 2013b). Vor diesem Hintergrund wurden sechs nicht tragende 
Tiere, die ein lebendes und gesundes Kalb geboren hatten, postpartal in regelmäßigen 
Abständen beprobt. Bis zum Tag 60 wurden in den Proben aller sechs Kühe keine 
Farbentwicklungen mehr gesehen. Von der Bewertung der Farbentwicklung aus 
betrachtet (nach eigenem Beurteilungsschema) lieferten am Tag 40 p.p. fünf der sechs 
Blutproben ein negatives Testergebnis. Die letzte Kuh wurde am Tag 50 p.p. erstmals als 
negativ bewertet. Hier könnte womöglich zum Zeitpunkt der Geburt eine vergleichsweise 
höhere Ausgangskonzentration an bPAG vorgelegen haben, was mehr „Rest-PAGs“ im 
postpartalen Zeitraum verursachte. Hinsichtlich der allgemeinen und fortpflanzungs-
relevanten Daten der sechs zufällig ausgewählten Kühe gab es keinerlei Auffälligkeiten 
oder Gemeinsamkeiten, welche ein Zusammenhang mit den beobachten Farbverläufen 
bilden könnten.  
Aufgrund des Resultats, dass am 60. Tag p.p. die Proben aller sechs Kühe 
zweifelsfrei negativ ausfielen, kann die Herstellerangabe, dass ab 60 Tage p.p. 
keine falsch positiven Testergebnisse durch Interferenz mit den PAGs der 
zurückliegenden Gravidität auftreten, bestätigt werden.  
Hinsichtlich der Kuh Nr. 94 aus Teilversuch 3 (siehe Kapitel 5.3.3), welche sich zum 
ersten Beprobungszeitpunkt am Tag 28 erst 66 Tage p.p. befand und wo auffiel, dass 
das Testergebnis im Vergleich zu den anderen falsch positiven Ergebnissen schwach, 
aber laut Herstellerdefinition positiv ausfiel, kann vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse 
angenommen werden, das höchstwahrscheinlich eher eine FEM als eine Interferenz 
durch postpartale PAGs für das falsch positive Ergebnis verantwortlich war. Postpartale 




für falsch positive Testergebnisse auszuschließen, aufgrund der zuvor genannten 
Studien wo anhand von ermittelten HWZ vorhergesagt wurde, dass postpartale PAGs 
noch 11 bis 17 Wochen lang messbare Konzentrationen liefern können (ZOLI et al. 
1992b, KIRACOFE et al. 1993, MIALON et al. 1993, SOUSA et al. 2003, GREEN et al. 
2005). Zudem hat, wie zuvor erwähnt, das individuelle Ausmaß des 
PAG-Konzentrationsanstiegs und die daraus resultierende PAG-Ausgangskonzentration 
zum Zeitpunkt des Partus (GREEN et al. 2005) möglichen Einfluss auf die Zeitspanne 
der Interferenz durch postpartale PAGs. 
5.3.5 Teilversuch 5 - bPAG-Nachweis tragender Kühe unter 60 Tagen p.p. 
Um herauszufinden, ob eine frühe Testdurchführung in Form von unter 60 Tagen p.p. 
entgegen den Herstellerangaben möglich bzw. zweckmäßig ist, wurden sechs Kühe im 
Laufe des Beprobungszeitraums ausgewählt, die bereits am 30./31.Tag p.p. künstlich 
besamt wurden. Somit lagen bei diesen Tieren am 28. Tag nach der Besamung die 
Geburten 58. bzw. 59 Tage zurück. Die Testdurchführung unter 60 Tagen p.p. wird nach 
Herstellerangabe nicht empfohlen, um falsch positive Ergebnisse, verursacht durch 
PAGs der vorrangegangenen Trächtigkeit, sicher auszuschließen. Bei zwei der 
beprobten Kühe lag ein korrekt negatives Testergebnis vor, welches am 35. Tag repliziert 
werden konnte und in einer Kontrolluntersuchung mittels TUS zwischen dem 45. und 
55. TT bestätigt werden konnte. Hier wurde trotz der Beprobung unter 60 Tagen p.p ein 
korrekt negatives Testergebnis erzielt.  
Es konnte bei drei Kühen ein korrekt positives Testergebnis verzeichnet werden. Hier lag 
jeweils eine intensive blaue Farbentwicklung vor. In dieser Hinsicht scheint eine positive 
Interferenz, nur durch postpartale PAGs verursacht, eher unwahrscheinlich, eine 
Signalverstärkung ist hingegen in Form von postpartalen PAGs, die zusammen mit den 
„neuen“ PAGs eine intensivere Farbentwicklung hervorrufen, denkbar.  
Eine der sechs Kühe zeigte zweimalig am 28. und 35. Tag p.i. ein falsch positives 
Testergebnis an, welches sich nach einem fraglichen TUS-Ergebnis am Tag 28 zu den 
zwei folgenden Untersuchungszeitpunkten in Form eines negativen TUS-Ergebnisses 
herausstellte. Auch hier ist die Hypothese der Interferenz durch postpartale „Rest-PAGs“ 
aufzustellen. Jedoch erscheint wie bei der Kuh Nr. 94 (siehe Kapitel 5.3.3) beschrieben 
die FEM viel wahrscheinlicher für das falsch positive Ergebnis verantwortlich zu sein 
(siehe auch Kapitel 5.3.4).   
Angesichts der Tatsache, dass fünf der sechs Kühe korrekte negative bzw. positive 
Ergebnisse lieferten, kann man aus dem vierten Teilversuch das Ergebnis 
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aufstellen, dass eine aussagefähige Anwendung des Tests selbst in sehr früh 
wiederbesamten Kühen möglich ist.  
5.4 Schlussfolgerung 
Die Verwendung des blutbasierten, laborungebundenen IDEXX Visual Pregnancy Tests 
(IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) zur Trächtigkeitsdiagnose ab dem 
28. TT bzw. zur frühen Detektion ingravider Tiere kann sich betriebsabhängig, aus 
tierärztlicher und aus betriebswirtschaftlicher Sicht eignen.  
Dabei wird vor dem Hintergrund falsch positiver Ergebnisse eine manuelle und/oder 
transrektale sonografische Nachuntersuchung der laut Test am 28. Tag p.i. für tragend 
befundenen Kühe ab dem 45. TT als zwingend notwendig erachtet.  
Der Test ist nur für Tierarztpraxen geeignet, welche ein hohes Aufkommen an 
Trächtigkeitsuntersuchungen pro Tag bewerkstelligen können und zudem über eine 
ausreichende personelle Ausstattung für die Testdurchführung verfügen. Der Preis pro 
Trächtigkeitsuntersuchung steigt, je kleiner sich die zu untersuchende Probenzahl pro 
Durchführung gestaltet (2,16 € bis zu 4,14* €/Trächtigkeitsuntersuchung - *bei min. vier 
Proben pro Testdurchführung).  
Eine Sammlung und Aufbewahrung von Proben ist möglich, welches die Ergebnisse der 
beiden ersten Teilversuche der Studie belegen. Jedoch würde eine Sammlung von 
Proben den Nutzen der frühestmöglichen Detektion nicht tragender Kühe mindern. Vor 
dem Hintergrund des gesamten Zeitaufwandes von mindestens 175 Minuten ist eine 
ausreichende personelle Ausstattung der Tierarztpraxis von Nöten. Die 
vorgeschriebenen Inkubationszeiten erlauben während der Testdurchführung keine 
anderen Tätigkeiten der durchführenden Person. 
Aus betriebswirtschaftlicher Sicht eignet sich der Test für Betriebe mit dem Bestreben die 
Zwischenkalbezeit (ZKZ) zu verkürzen. Zudem sollte die Rate an embryonalen 
Mortalitäten im Bestand nicht erhöht sein. Das Potenzial früh anwendbarer 
Trächtigkeitstests liegt laut GIORDANO et al. (2013) darin, dass nicht tragende Kühe 
frühzeitig detektiert werden und so einem Resynchronisationsprotokoll zugeführt werden 
können, um somit die Zwischenbesamungszeit (ZBZ) und die ZKZ zu verkürzen. Eine 
kürzere ZBZ führt zu mehr Trächtigkeiten in kürzerer Zeit nach Ablauf der freiwilligen 
Wartezeit und erhöht somit die Gesamtproduktionsleistung (GIORDANO et al. 2013).  
Die Sensitivität dieses Tests ist aus wirtschaftlicher Perspektive natürlich bedeutender 
als die Spezifität. Im Falle einer geringen Sensitivität und damit einhergehenden falsch 




negativ diagnostizierter Tiere durch PGF2α-Injektionen auftreten(GALLIGAN et al. 2009, 
GIORDANO et al. 2013). Die Ergebnisse dieser Feldstudie erreichen mit einer Sensitivität 
von 100% optimale Voraussetzungen für eine exakt diagnostizierte Nichtträchtigkeit.  
Falsch positive Ergebnisse führen zu einer Verminderung der Spezifität. Aufgrund der 
vorliegenden Ergebnisse aus den Teilversuchen 3 und 4 erscheint ein falsch positives 
Ergebnis, verursacht durch einen Trächtigkeitsabbruch, am wahrscheinlichsten die 
Ursache dafür zu sein. Die verspätete Wiederbesamung durch falsch positive 
Testergebnisse stellt einen wirtschaftlichen Verlust dar, der durch das betriebsspezifische 
Kontrollintervall besamter Kühe bestimmt wird (GIORDANO et al. 2013). Je später die 
Kontrolluntersuchung erfolgt, desto höher fällt der wirtschaftliche Verlust bei 
Nichtträchtigkeit aus (GIORDANO et al. 2013). Ein bPAG-Trächtigkeitstest sollte 
möglichst früh angewendet werden. Bei einem positiven Testergebnis muss mit TUS oder 
manueller transrektaler Untersuchung vor dem Hintergrund von Embryonalverlusten 
zwingend nachuntersucht werden.  
Es muss eine manuelle und/oder transrektale sonografische Nachuntersuchung aller 
zuvor positiv getesteten Kühe ab dem 45. TT erfolgen. Besonders in 
Hochleistungsherden, wo die Rate an späten embryonalen Verlusten bis zu 22% 
erreichen kann (VASCONCELOS et al. 1997, BARAŃSKI et al. 2012, KAREN et al. 2014) 
erscheint dies angemessen.  
Ferner ist die Möglichkeit und Akzeptanz der Blutprobenentnahme aus arbeitstechnischer 
und finanzieller Sicht betriebsindividuell zu bewerten. Zudem stellt sich die 
Blutprobenentnahme im Vergleich zu einer transrektalen Untersuchung stressintensiver 
für das einzelne Tier dar.  
Schlussendlich stellt der IDEXX Visual Pregnancy Test ein für die Tierarztpraxis im 
Praxisalltag anwendbares ELISA-Testsystem dar, welches jedoch aufgrund des 
benötigten Zeitaufwandes gewisser Voraussetzungen bedarf. Aus betriebs-
wirtschaftlicher Sicht kann der Test durch die frühe Detektion nicht tragender Kühe zu 
einer Verkürzung der ZKZ beitragen, jedoch muss die Anwendungseigung 
betriebsspezifisch in Abhängigkeit von oben genannten Faktoren, insbesondere in 
Hinsicht auf die Inzidenz embryonaler Verluste, bewertet werden.  
Eine Konkretisierung der Ergebnisinterpretation seitens des Herstellers ist notwendig, 
speziell in Hinblick auf die Herstellerbeschreibung „Probenwells, die nur schwer visuell 
zu interpretieren sind, sollten als zweifelhaft/verdächtig erachtet werden. In diesen Fällen 
wird eine Nachtestung der Trächtigkeit empfohlen“ (IDEXX Laboratories, Inc. 2013c). Ein 
Beurteilungsschema, wie es in dieser Studie angewendet wurde, in Kombination mit einer 
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farbintensiveren Gestaltung der Positivkontrolle seitens des Herstellers wird unbedingt 
empfohlen, weil damit die Spezifitätsrate erhöht bzw. falsch positive Ergebnisse häufiger 
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Einleitung 
Zur Kontrolle und Steigerung der Fruchtbarkeitsleistung von hochleistenden Milchkühen 
muss eine frühzeitige, sichere Methode zur Feststellung einer Trächtigkeit erfolgen. Neben 
der transrektalen Ultraschalldiagnostik als direkte Methode gibt es hierzu über den 
Nachweis boviner trächtigkeitsassoziierter Glykoproteine (bovine Pregnancy Associated 
Glycoproteins = bPAGs) eine indirekte, genauso früh einsetzbare Methode. 
Ziele der Untersuchungen 
Über einen Hauptversuch sollten die Praktikabilität sowie die Sensitivität und Spezifität eines 
laborungebundenen blutbasierten bPAG-Trächtigkeitstests unter Feldbedingungen ermittelt 
werden. In Teilversuchen sollten die Haltbarkeit des bPAG in kühl- und gefriergelagerten 
Proben beurteilt werden. Zudem sollten die Testergebnisse von unbesamten Kühen post 
partum (p.p.) und früh wiederbesamten Kühen unter 60 Tagen p.p. vor dem Hintergrund 
vorliegender Rest-bPAG-Mengen der zurückliegenden Trächtigkeit analysiert werden. 
Materialien und Methoden 
Im Hauptversuch befanden sich von Juli bis Dezember 2014 109 Kühe zweier Betriebe in 
Mecklenburg Vorpommern. Voraussetzung war, dass sich die Tiere mindestens 60 Tage 
p.p. befanden, um falsch positive Ergebnisse durch noch im Blut zirkulierende bPAGs der 
zurückliegenden Trächtigkeit auszuschließen. Bei dem zu validierenden „IDEXX Visual 
Pregnancy Test“ handelt es sich um einen indirekten Antigen-Capture ELISA, welcher 
bPAGs im Blutserum oder im EDTA-Plasma tragender Rinder nachweist. Verlässliche 
Ergebnisse sind laut Herstellerangabe erstmalig ab 28 Tagen post inseminationem (p.i.) 
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möglich. Die Testergebnisse werden visuell im Vergleich mit parallel angesetzten Positiv- 
und Negativkontrollen zugeordnet. Als Goldstandard wurde in der Feldstudie bei jedem Tier 
eine erste Trächtigkeitsuntersuchung 28 Tage p.i., eine zweite 35 Tage und eine dritte nach 
dem 45. Tag p.i. mit transrektaler Sonografie vorgenommen. Während der ersten beiden 
Befundungen erfolgte eine Blutprobenentnahme aus der V. caudalis mediana und eine 
Untersuchung mit dem „IDEXX Visual Pregnancy Test“. Eine dritte Blutprobenentnahme 
(>45 Tage p.i.) wurde veranlasst, sofern das Testergebnis am Tag 35 nicht mit dem 
Ergebnis der transrektalen Sonografie übereinstimmte bzw. die visuelle Zuordenbarkeit des 
Testergebnisses nicht eindeutig möglich war. 
Ergebnisse 
Im Hauptversuch lag die Trächtigkeitsrate bei 51,4% (56 von 109) und 48,6% (53 von 109) 
nicht tragenden Tieren. Alle 56 mittels transrektaler Sonografie als tragend diagnostizierten 
Kühe wurden ohne Ausnahme korrekt vom Trächtigkeitstest ebenfalls als positiv getestet. 
Folglich betrug die Sensitivität des Tests 100%. Bei 48 von 53 sonografisch nicht für tragend 
befundenen Tieren stimmte dies mit dem bPAG-Bluttest überein. Fünf Probandinnen wiesen 
28 Tage p.i. ein falsch positives Testergebnis auf, welches bei zwei Kühen auch bei der 
dritten Testdurchführung am 47. bzw. am 49. Tag p.i. unverändert eine Trächtigkeit falsch 
anzeigte. Somit betrug die Spezifität 90,6%. Des Weiteren wurden Gütekriterien-
Validationen mittels positivem und negativem prädiktivem Wert sowie über das positive und 
negative Wahrscheinlichkeitsverhältnis und die Genauigkeit durchgeführt. Es resultierten 
jeweils sehr gute Werte hieraus. Die Teilversuche ergaben eine gute Haltbarkeit des bPAG 
auch bei vorheriger Kühl- oder Gefrierlagerung der Blutproben. Die bPAG aus der 
zurückliegenden Trächtigkeit blieben teils bis einschließlich Tag 55 p.p. nachweisbar.  
Schlussfolgerungen 
Der Zeitaufwand für den Bluttest betrug mindestens 175 Minuten pro Testdurchlauf; davon 
fielen 105 Minuten auf die eigentliche Testdurchführung. Je kleiner die Probenanzahl pro 
Testserie, desto teurer wird jeder einzelne Trächtigkeitstest pro Tier aufgrund der jeweils 
doppelt mit anzusetzenden Positiv- und Negativkontrollen. Der Trächtigkeitstest ist somit 
nur für größere Tierarztpraxen geeignet, die die nötige personelle Ausstattung und eine 
genügend große Anzahl an Trächtigkeitsuntersuchungen pro Testdurchlauf garantieren 
können. Aufgrund in Frage kommender falsch positiver Ergebnisse, aller Voraussicht nach 
dem späten embryonalen Fruchttod zuzuschreiben, wird eine direkte manuelle und/oder 
transrektal sonografische Nachuntersuchung zumindest aller am 28. Tag p.i. positiv 
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Introduction 
An early and reliable pregnancy detection method is necessary for control and increase of 
pregnancy performance in herds with dairy cows. In addition to the transrectal 
ultrasonography as a direct method, there is an indirect equally applicable early method, 
detecting bovine pregnancy associated glycoproteins (bPAGs). 
Aim of the investigation 
The objective of the main experiment was to validate the feasibility and the performance of 
an on-farm blood based bPAG-pregnancy test under field conditions. In parts of the 
experiment the durability of bPAG in blood samples exposed to chilling and freezing 
temperatures was analyzed. Furthermore test results of open cows post partum and cows 
early inseminated after parturition (<60 days) were analyzed, due to the remaining level of 
bPAG from the previous pregnancy. 
Material and methods 
109 cows were selected within a period of six months (July to December 2014) from two 
farms in Mecklenburg-Western Pomerania for the main experiment. The individual 
requirement was that the cow had to be at least 60 days postpartum to exclude any false 
positive results by bPAGs still circulating in the blood from the last pregnancy. The IDEXX 
Visual Pregnancy Test (IDEXX Laboratories, Inc. Westbrook, ME, USA) to be validated, is 
an indirect antigen-capture ELISA which detects bPAGs in cow serum or EDTA-plasma. For 
reliable results the manufacturer recommends first use of the test from the 28th day. The 
test results are interpreted by the examiner visually in comparison with positive and negative 
controls. Pregnancy diagnosis was initially performed 28 days after breeding for all 109 dairy 
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cows using transrectal ultrasonography (gold standard), repeated by a second and third 
examination 35 days and 45 days after breeding. During the first two examinations blood 
samples were collected by venipuncture of the median coccygeal vein followed by an assay 
of the EDTA-plasma by using the IDEXX Visual Pregnancy Test. In case of test results not 
matching on day 35 the result of the gold standard or seeming difficult to interpreted visually, 
a third blood sampling (>45 days of gestation) was initiated.  
Results 
In the main experiment 51.4% (56 of 109) of the inseminated cows were confirmed to be 
pregnant and 48.6% (53 of 109) of the cows were open. All 56 cows repeatedly diagnosed 
as pregnant by transrectal ultrasonography were tested properly as positive with the bPAG 
blood test. Thus the sensitivity of the test was 100%. In 48 of 53 open cows the detected 
nonpregnancy was confirmed by the bPAG blood test. The remaining five cows showed a 
false positive test result 28 days after breeding and two of these cows repeatedly showed 
false positive results until the third test execution on day 47 and 49, respectively. This results 
in a specificity of 90.6%. Furthermore diagnostic accuracy measures like positive and 
negative predictive value, positive and negative likelihood ratio and diagnostic accuracy 
resulted in very good values. The other parts of the experiment results in reliable durability 
of bPAG in blood samples exposed to chilling and freezing temperatures. bPAGs from the 
previous pregnancy were partially detectable up to and including 55 days postpartum. 
Conclusions 
The time required for the on-farm blood test was 175 minutes. The test procedure itself 
requires 105 minutes. The smaller the number of samples per test procedure the more 
expensive the bPAG blood test per animal is because of two positive and two negative 
controls, which have to be applied in each test series. The blood-based pregnancy test is 
thus only suited to larger veterinary practices, which can provide the personnel for the test 
procedure and can accomplish a sufficiently large number of pregnancy examinations per 
test. The false positive results are most likely due to embryonic mortality. Because of the 
possibility of these false positive results, a confirmation of a positive test result of day 28 by 
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